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1. ÚVOD 
Prvky, jenž se v organismech všeobecn vyskytují, se nazývají biogenní prvky. 
Rozlišují se obvykle makrobiogenní a oligobiogenní prvky. Makrobiogenní prvky jsou 
pedevším ty, vyskytující se v informaních makromolekulách, tj. v nukleových 
kyselinách a bílkovinách. Jsou to: uhlík, vodík, kyslík, dusík, síra a fosfor (Rosypal       
a kolektiv, 1998). Z tohoto výtu se v diplomové práci zamujeme pouze na jeden 
z biogenních prvk, a to dusík.   
Dusík má velmi komplexní biogeochemický cyklus s adou biotických                   
i abiotických transformací, ve kterých se mocenství dusíku pohybuje v rozmezí od – 3 
do + 5. Sloueniny dusíku zahrnují celou škálu anorganických a organických forem, 
jenž jsou nezbytné pro život (Vymazal, 2007). 
 Dusík tvoí 78,09 % atmosféry. Vyskytuje se ve form molekulárního dusíku 2N  
jako inertní (netený) plyn. Naprostá vtšina organism jej ale nedokáže v této form 
využívat. ástmi rostlin, elektrochemickými a fotochemickými pochody se molekulární 
dusík ( 2N ) fixuje na sloueniny dusíku. Producenty (rostlinami, houbami) pijímaný 
anorganický dusík je pemován na organickou formu v bílkovinách. ást dusíku 
mže byt vyluována do prostedí, ást využívají živoichové a zbytek se uvoluje 
rozkladem uhynulých rostlin. Ze živoich se vrací do prostedí ve form exkreních 
produkt a rozkladem tkání po úhynu. Organicky vázaný dusík bakterie mineralizují     
a vyluují jako amoniak. Amoniak  mže být následn bakteriemi nebo asami využit 
jako zdroj dusíku nebo psobením nitrifikaních bakterií oxidován (Borák, 2003).  
Nedílnou souástí kolobhu dusíku na Zemi tvoí dusinany. Dusinany jsou 
pirozen se vyskytující ionty v životním prostedí a pedstavují konený stupe 
rozkladu organických dusíkatých látek nitrifikaními procesy (Langhammer, 2006). Pi 
nedostatku kyslíku nkteré bakterie a houby využívají dusinany jako zdroj energie       
a tím jej redukují na amoniak a ásten na plynný dusík (Borák, 2003). Intenzivní 
zemdlská innost lovka s využíváním pírodních i umlých hnojiv pedstavuje 
jeden ze zdroj dusinan v pírod, zejména pak v povrchových vodách, kam se 
dusinany dostávají se srážkovou vodou, obsahující rozpuštná hnojiva. Emise oxid 
dusíku v atmosfée, vznikající ze spalování fosilních paliv, se transformují na dusinany 
a ve form srážkové vody se vracejí zpt na zemský povrch. Vyplavování dusíkatých 
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slouenin z pd a depozice z atmosféry pispívají ke zneištní povrchových vod, kde 
dochází k nadprodukci biomasy - as a sinic, k odumírání ryb a ke znehodnocování 
pitné vody. Mluvíme o procesech eutrofizace (Langhammer, 1999).1    
Obrázek 1: Zjednodušené schéma kolobhu dusíku 
 
 
                                                                  (Zdroj: pevzato z http://www.vikipedia.com)    
Léivé rostliny mají nezastupitelné místo v život lovka. Jejich léebné úinky 
jsou známy a využívány již po tisíciletí. Nejastjší formu použití bylinek k léb 
pedstavují bylinné aje, tvoící nedílnou souást medicíny. Uplatují se preventivn 
ped onemocnním nebo již pomáhají pi terapii. 
Bylinným ajem rozumíme v širším slova smyslu jednu, nebo sms nkolika 
bylinných ástí v rzném vyzkoušeném pomru. Bylinným ajem v užším slova smyslu, 
chápeme nápoj k vlastní poteb, nebo výluh urený nap. ke koupelím, i k obkladm. 
Bylinný aj mže být vyroben z rzných ástí rostliny – koen, list, kvt i semen. 
Obsah úinných látek je v jednotlivých ástech kvantitativn i kvalitativn odlišný, od 
maxima, až pouze ke stopovým hodnotám. Kvalita aje je pak urena práv výbrem 
                                                 
1
 Eutrofizace oznauje pemnožení as, sinic a nkterých vyšších rostlin v povrchových vodách jako 
dsledek vzrstu koncentrace slouenin podporující fotosyntézu (Horák J., Linhart I., Kluso P. 2004.    
s. 128 - 129). 
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tch nejúinnjších rostlinných komponent. Bylinný aj je vyrábn z ástí bylin 
povolených vyhláškou,2 jejich smsí nebo smsí bylin s pravým ajem i smsí bylin 
s ovocem. eský lékopis definuje,3 jaké rostlinné drogy mohou být ureny k píprav 
aj v lánku Plantae medicinales ad potionem aquosam (rostlinné drogy urené 
k píprav aj). 
aje se skládají bu z jedné nebo více rostlinných drog urených k píprav 
perorálních vodných pípravk, jako jsou odvary, nálevy nebo maceráty. Obvykle jsou 
distribuovány jako tzv. sypané nebo porcované. Sypané aje jsou origináln balené 
drogy v množství nejastji od 30 g do 150 g. Porcované aje jsou výrobcem pedem 
navážené sáky drogy v množství zpravidla od 1 g do 3 g. Rostlinné drogy musí 
vyhovovat požadavkm píslušných lánk eského lékopisu, nebo v pípad, že 
lánky nejsou vypracovány, vyhovují požadavkm lánku Plantae medicinales 
(rostlinné drogy). 
V diplomové práci jsou použity dva druhy citací. Internetové zdroje jsou 
odkazovány íslem, zatímco literatura je odkazována na autora s rokem vydání. 
1.1. CÍL PRÁCE 
Cílem diplomové práce je stanovení obsahu dusinan v léivých ajích                
a hodnocení jejich mikrobiální nezávadnosti. Analýza byla provádna u náhodn 
vybraných léivých aj, bžn dostupných v lékárnách a prodejnách léivých rostlin.  
Teoretická ást diplomové práce je zamena na kolobh dusíku v pírod, vliv 
dusinan a mikroorganism na lidské zdraví.    
 
 
                                                 
2
 Zákon . 110/1997 Sb. o potravinách a tabákových výrobcích a o zmn a doplnní nkterých 
souvisejících zákon. 
3
 eský lékopis 2005, 1. díl. 
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2. TEORETICKÁ ÁST 
Všechny organismy potebují dusík k životu a rstu. Spolen s uhlíkem, 
kyslíkem, vodíkem, fosforem a sírou patí dusík mezi biogenní prvky. V biologii je 
dusík vystaven mnoha oxidaním a redukním pochodm, za vzniku slouenin 
s rzným oxidaním stupnm od + 5 (v nitrátech, −3NO ) do − 3 (v amoniaku, 3NH ).  
Dležitost dusíku jako rstového faktoru pro rostliny spoívá pedevším v jeho 
funkci jako stavebního prvku aminokyselin a tím i bílkovin a nukleových kyselin [18].  
Je souástí slouenin obsahujících pyrolová jádra (chlorofyly, cytochromy), 
v kofaktorech nap. nikotinamidadenindinukleotidfosfát NAD(P)H, v sekundárních 
metabolitech (alkaloidech) a v jiných látkách (Pavlová, 2006). Obsah dusíku v rostlinné 
biomase je závislý pedevším na zásobování rostliny dusíkem, dále na vývojovém 
stádiu rostliny a její definované ásti. Pohybuje se v rozmezí 0,5 – 5,0 % sušiny [18]. 
Pirozené zásoby dusíku v pdách jsou ve srovnání s jeho potebou pro rostliny 
pomrn malé. Vtšina tohoto dusíku je v pd v organických vazbách a není tedy pro 
rostliny využitelná. Z tchto dvod je nedostatek dusíku považován za faktor limitující 
výnos. Na stran druhé však i pehnojení dusíkem zpsobuje relativn velké ztráty 
výnosu a jeho kvality. V pd je dusík zastoupen v organických vazbách v 95 - 99 %      
a v anorganických vazbách v 5 - 1 % [18]. 
Nedostatek dusíku v rostlin zpsobuje omezení rstu rostliny v dsledku 
nedostatené tvorby bílkovin a ztrátu zelených pigment. Vzniká svtle zelené až žluté 
zabarvení list, popípad ásti rostliny odumírají (Hejnák, 2005). 
Naopak, nadbytek dusíku vede k nadmrnému rstu rostlin a zpsobuje 
náchylnost rostlin k houbovitým onemocnním. Listy jsou velké tmavozelené až 
ernozelené, houbovitá pletiva jsou mkká, podprné pletivo je zeslabené. Dále 
omezuje rst koen, stžuje stanovištní pevnost, prodlužuje dozrávání, omezuje 
rezistenci vi mrazu a ovlivuje chu (v pípad ovoce a zeleniny) [18].  
Zelené rostliny, jako jediné ze všech živých organism na Zemi jsou vyživovány 
z neústrojných látek, z nichž ve svých tkáních s využitím svtelné energie vytváejí 
látky ústrojné, potebné k výživ ostatních živých organizm. K tomu potebují oxid 
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uhliitý z ovzduší a uvolují kyslík, nutný k dýchání všeho živého na zemi 
(fotosyntéza). Nezelené nižší rostliny – bakterie a houby, rozkládají zase organickou 
hmotu odumelých rostlin a živoich až na látky neústrojné. Rostliny obecn tedy 
umožují neustálý kolobh látek v pírod. Porosty rostlin tím, že vypaují vodní páry 
do ovzduší, ovlivují klima krajiny. Rostliny mají rovnž aktivní podíl na erpání oxidu 
uhliitého, který vzniká nap. psobením lidské innosti, zejména spalováním fosilních 
zdroj. Podílejí se též na zvtrávání hornin a tvorb pdy [1]. 
Rostliny nejastji pijímají dusík vázaný v dusinanových (nitrátových) (NO3-)     
a amonných ( +4NH ) iontech, pocházející napíklad z rozložených tl organism. 
Odumelé biomasy není však neomezené množství a kvantita „pístupného“ dusíku je 
tak pro rostliny velmi asto limitována. 
2.1. Fixace molekulového dusíku 
Nejvýznamnjší zdroj dusíku na Zemi pro organismy je atmosféra. Její nejnižší 
vrstva troposféra obsahuje 78,09 % dusíku, vyskytujícího se v pevážn molekulární 
form 2N . Pedpokladem fixace atmosférického dusíku je rozbití trojné vazby, které je 
umožnno fyzikáln-chemickými nebo biologickými pochody. Pevná trojná vazba mezi 
atomy dusíku zpsobuje jeho inertnost a neasimilovatelnost pro vtšinu organism. 
V atmosfée se dále vyskytují oxidy dusíku ( xNO ), jako dsledek spalování fosilních 
paliv. Biologická fixace dusíku je jedním z proces kolobhu dusíku v pírod. 
2.1.1. Nebiologická fixace 
Nebiologická fixace je umožnna fyzikáln-chemickými pochody. V atmosfée je 
molekulární dusík modifikován cestou výboje pi bouce. Energie uvolnná elektrickým 
výbojem rozbije silnou vazbu mezi atomy a zpsobí reakci s kyslíkem. V tomto procesu 
je dusík oxidován a kyslík redukován, dle vyjádené reakce:  
NOON 222 →+  
Následn vzniklý oxid dusnatý reaguje s kyslíkem za vzniku oxidu dusiitého: 
22 22 NOONO →+  
Oxid dusiitý v reakci s vodou je pemnn na kyselinu dusinou a dusitou: 
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23222 HNOHNOOHNO +→+  
S vodními srážkami se kyselina dusiná dostává do pdy. Mluvíme o tzv. kyselých 
deštích. Nebezpené jsou pedevším na pdách chudých na vápník, kde rozpouštjí 
živiny pro rostliny, uvolují tžké kovy a splachují je do podzemních vod. Kyselina 
dusitá mže být rozložena na nitritový iont, podléhající optovným reakcím [20].  
Obdobný proces probíhá pi spalování fosilních paliv.  
2.1.2. Biologická fixace dusíku 
Biologická fixace dusíku je v porovnání s nebiologickou fixací ekologicky 
významnjší. Pedstavuje dležitý zdroj dusíku ve vodních i pozemských podmínkách  
a je tudíž nezbytná pro život na Zemi. 
V pírod jsou redukce molekulového dusíku schopné pouze omezené skupiny 
organism (jedná se výhradn o prokaryota), u kterých se v prbhu evoluce vyvinul 
mechanismus, jímž je molekula N2 asimilována do organické hmoty.4 Klíem k tomuto 
mechanismu je enzym nitrogenáza a tedy schopnost organizm pro její syntézu. Enzym 
byl objeven v roce 1960 v bunném extraktu Clostridium pasteurianum. Tento enzym   
i samotný proces fixace je velice citlivý na kyslík (Hammerová, 2006). Biologická 
fixace dusíku, neboli diazotrofie, je proces, pi kterém organismy enzymaticky, za 
pomoci nitrogenázy, redukují trojnou vazbu v molekule N2 a konvertují plynný dusík na 
amoniak. Diazotrofní organismy jsou klíové v kolobhu dusíku v pírod, jelikož 
umožují návrat atmosférického dusíku zpt do organických slouenin živých systém. 
Fixace pes prokaryota probíhá z toho dvodu, že pouze tyto organismy (ovšem nikoliv 
všichni zástupci) se dokázaly v prbhu evoluce vypoádat s trojnou vazbou mezi 
atomy dusíku.  
Vytvoený amoniak je bezprostedn vázán na oxokyseliny. Vzniká kyselina 
glutámová po glutaminu. Je to obdobné, jako pi vázání amoniaku pijatého rostlinou 
z pdy, nebo po redukci nitrát (Tesa, 1992).  
                                                 
4
 Prokaryota jsou jednoduché jednobunné organismy, charakterizované pedevším stavbou 	 
chromozomu. Jako celek jsou schopny katalizovat prakticky všechny biochemické dje, známé                
u eukariont a nkteré dležité navíc: redukci vzdušného dusíku na amoniak. Prokaryonta jsou na Zemi 
tém všudypítomná od polárních oblastí až po horské podmoské výlevy vody znan teplejší než 
100 oC (UNIVERSUM všeobecná encyklopedie, Odeon, Praha 2001, díl 7., s. 514). 
  
13
Mikroorganismy schopné fixace atmosférického dusíku mohou být bu voln žijící, 
anebo v pímé symbióze (Štranc a kolektiv, 2005). 
Symbiotický vztah lze rozdlit: 
- asociativní (bakterie rodu Azotobacter, Pseudomonas, Beijerinckia, 
Arthrobacter). V podstat se jedná o synergický vztah mezi pdními bakteriemi 
a rostlinami, 
- nodulující (charakteristická tvorba hlízek, bakterie rodu Rhizobium, 
Bradyrhizobium, Sinorhizobium a aktinomycety rodu Frankia), 
- nenodolující (symbióza mezi nkterými sinicemi rodu Nostoc, Anabena, 
s houbami, mechorosty a kapraorosty) (Procházka, 1998).    
Aktivita voln žijících prokaryot fixující N2 (Azotobacter, Beijerinckia) závisí na 
dostupnosti organických látek pd. Všechny tyto prokaryotní organismy jsou vesms 
asociovány s vyššími rostlinami. Jedná se o mnohem volnjší stav než je symbióza 
(Procházka, 1998). 
2.1.3. Nodulující symbióza a nenodulující symbióza 
 
2.1.3.1. Nodulující symbióza 
Nodulující symbióza pedstavuje symbiózu rostlin z eledi bobovitých 
(Fabaceae), citlivkovitých (Mimosaceae) a saponovitých (Caesalpiniaceae) 
s bakteriemi rodu Rhizobium, Bradyrhizobium, Sinorhizobium a aktinomycety rodu 
Frankia (Procházka, 1998). 
V našich podmínkách má z agronomického hlediska velký význam nodulující 
symbióza, zejména symbióza mezi leguminózami a hlízkovitými bakteriemi (Štranc      
a kolektiv, 2005). 
Vlastní interakce rostlina a bakterie zaíná výmnou signál a vzájemným 
rozeznáváním. Flavonoidy (luteolin, apigenin, daidzen a jiné), betainy a kyselina 
aldonová, vyluované koeny psobí v nízkých koncentracích jako signál pro chemotaxi 
bakterií; vyšší koncentrace blíže k povrchu koene stimulují expresi nodulaních gen 
(tzv.geny Nod) bakterií. To vede i k tvorb lektin, jimiž Rhizobium rozpoznává povrch 
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bunk koenového vlásku. Bakterie vysílá signály (cytokiny), které navozují zmnu 
tvaru koenového vlásku a dlení bunk kry koene. Infekní vlákno proniká do 
rostliny. Aktivuje se mitóza korových bunk a vytváí se primordium hlízky, do jejichž 
bunk bakterie pronikne.5 
Primordium se vyvine v hlízku, v níž bakterie vytváí bakteroid, obklopený 
peribakteriální membránou odvozenou z plazmalemy rostlinné buky. Bakteroid 
s membránou je oznaen jako symbiozom a v nm je syntetizována nitrogenása. 
Vzniklý 3NH  resp. ⊕4NH  je exportován do rostliny výmnnou za sacharidy                    
a aminokyseliny. 
Geny potebné pro fixaci 2N  jsou oznaeny jako Nif.6 Tvoí je asi dvacet gen 
v sedmi až osmi operonech. Fixace zaíná deset až dvacet dn po infekci koene 
(Procházka, 1998; Pavlová, 2005). 
Hlavní funkce hlízky spoívá v udržení anaerobního prostedí pro funkci 
nitrogenásy. Dje se tak dvma mechanismy. Prvním z nich je silná stna hlízky 
impregnovaná látkami nepropustných pro kyslík a druhým mechanismem je tvorba 
leghemoglobinu. Leghemoglobin je chromoproteid, podobný Hb živoich. Je 
zodpovdný za písun kyslíku do hlízky pro oxidaní fosforylaci a k ochran 
nitrogenásy ped kyslíkem. Dává hlízkám naržovlé zabarvení, které je na ezu 
ervené (Štranc a kolektiv, 2005). 
Nodulující typ symbiózy vytváí také aktinomyceta rodu Frankia s jednotlivými 
rody rzných eledí nap. rod olše - Alnus, rakytník - Hyppophae, hlošina - Eleagnus    
a jiné. (Pavlová, 2005). 
2.1.3.2. Nenodululující symbióza 
Tento typ symbiózy je charakteristický pro sinice Nostoc, Anabena, Calothrix, 
Phormidium. Sinice nevstupují do bunk, žijí v dutinách, jenž byly na hostitelské 
rostlin vytvoeny již ped kontaktem se sinicí nebo je vznik dutin kontaktem 
stimulován. Sinice v symbióze fotosyntetizovat vtšinou pestávají, pokud žijí voln 
jako nap. Nostoc vytváejí specializované útvary heterocysty (Pavlová, 2005). 
                                                 
5
 Aktivita gen Nod a adsorpce bunk bakterie na povrch koene je inhibována nedostatkem Ca a nízkým 
pH. 
6
 z anglického nitrogen-fixing genes. 
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 Heterocysty jsou tlustostnné buky s bezbarvým obsahem, mající slizovitý obal 
a zátky, oddlující je od sousedních bunk. V mikroskopu (viz Obrázek 2) se jeví jako 
hyalinní, nezrnité, mírn žlutozelené a zelenkavé buky. Chybí jim lipidy, typické pro 
fotosyntetický aparát vegetativních bunk sinic a dalších fototrofních rostlin. Obsahují 
malé množství chlorofylu-a. Pítomnost heterocyst umožuje nkterým sinicím fixovat 
plynný dusík díky pítomnému enzymu nitrogenáza, který tento plynný dusík redukuje 
na amonné soli (
íhová Ambrožová, 2007).  
Obrázek 2: Heterocysta 
 (Zdroj: íhová Ambrožová, 2007) 
2.1.4. Nitrogenasa 
Nitrogenasa je enzym katalyzující redukní štpení molekuly 2N . V anaerobních 
podmínkách vykazuje i hydrogenázovou aktivitu, kdy elektrony z fotosystému PS I. 
mohou být pedávány na ⊕H  za vzniku 2H  (Procházka, 1998).  
Nitrogenásový komplex je složený z FeS-proteinu dinitrogenása reduktázy 
(složena ze dvou podjednotek o ca 65 kDa, obsahující 4Fe a 4S na dimer) a MoFe-
proteinu dinitrogenásy ( 22βα  heterotetramer s velkým redoxním centrem obsahujícím 
34SFe  a Fe3MoS3 spojené temi sulfidovými skupinami o ca 250 kDa).  
Nitrogenásová reakce mže být rozložena do tí ástí: 
1. redukce FeS-proteinu externím donorem elektron 
2. redukce MoFe-proteinu redukovaným FeS-proteinem 
3. redukce 2N  MoFe-proteinem 
První reakce vyžaduje NADH a je katalyzována ferredoxinem. Ve druhém stupni 
dochází ke spažení s exoergickým pochodem - hydrolýzou ATP.7 Podstatou je snížení 
redoxního potenciálu (- 350 mV na - 450mV) po fosforylaci proteinu, to umožní 
                                                 
7
 Adenosintrifosfát 
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redukovat koncový enzym FeMo-protein o nízkém E´o, jenž je pak schopen redukce 
2N [2]. 
Reakci biologické fixace dusíku vyjaduje následující rovnice: 
iPADPHNHHeATPN 161628816 232 +++→+++
⊕−
. 
Mezi faktory inhibující fixaci patí vysoké koncentrace kyslíku (inhibují 
nitrogenázu), vysoké koncentrace anorganického dusíku, nízká svtelná intenzita 
(snižuje autotrofní fixaci), vysoký redoxní potenciál (fixace je vyšší v redukovaných 
podmínkách ve srovnání s oxidaními) a vysoké (> 8,0) nebo nízké (< 5,0) pH 
(Vymazal, 2007). 
Obrázek 3: Nitrogenáza 
 
 
(Zdroj: http://orion.chemi.cz [2] ) 
2.2. Nitrifikace 
Nitrifikace pedstavuje mikrobiální pemnu amoniaku ( 3NH ) respektive 
amonného kationtu ( ⊕4NH ) na dusinanový anion ( −3NO ). 
Jedná se o aerobní procesy, které mají zásadní význam pro kolobh dusíku 
v biosfée. Aerobní chemolitotrofní bakterie, též oznaované jako nitrifikaní bakterie, 
jelikož mohou pomocí molekulového kyslíku oxidovat amonné ionty na ionty 
dusitanové nebo dusitanové ionty na ionty dusinanové.8 
                                                 
8
 Chemolitotrofní organismy jsou takové organismy, které využívají jako zdroj energie anorganické látky. 
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Nitrifikaní bakterie získávají energii z oxidace amoniakálního dusíku a/nebo 
dusitanového dusíku a 2CO  je využíván jako zdroj uhlíku pro syntézu nových bunk 
(Vymazal, 2007). 
Nitrifikaci lze rozdlit do dvou stup: 
První stupe pedstavuje nitritace. Podílejí se na ní pedevším nitritaní bakterie 
rodu Nitrosomonas, Nitrosospira, Nitrosocystis, mnící amonnou formu na dusitany 
(nitrity). Jedná se o striktn aerobní bakterie, které jsou zcela závislé na oxidaci 
amoniaku pro získávání energie pro rst.  
Klíovým enzymem nitritových bakterií je amonium monooxygenáza, oxidující 
amoniak na hydroxylamin a hydroxylamin oxidoreduktáza, oxidující vznikající 
hydroxylamin na nitrit. Vzniklé elektrony jsou využity terminální oxidázou Cyt aa3 
k produkci protonového gradientu a redukci kyslíku na vodu (Malý, 2005). 
Vyjádeno následujícími rovnicemi: 
OHHNOONH
eHNOOHOHNH
OHOHNHeHONH
2224
222
2223
24232
45
22
++→+
++→+
+→+++
⊕−⊕
−⊕−
−⊕
 
Druhým stupnm nitrifikace je nitratace. Této fáze se zúastují nitrataní 
bakterie rodu Nitrobacter, pemující dusitany na dusinany (nitráty). Jedná se            
o fakultativn chemolitotrofní bakterie, jenž vedle dusitan mohou využívat také 
organické sloueniny jako zdroj energie pro rst (Vymazal, 2007). 
Klíovým enzymem nitrátových bakterií je nitrit oxidoreduktáza, oxidující nitrit 
na nitrát. Elektrony uvolnné reakcí jsou dopraveny na terminální oxidázu Cyt aa3        
a využity k tvorb protonového gradientu a ATP (Malý, 2005). 
Uvedený vztah vyjaduje tato rovnice: 
−− →+ 322 22 NOONO  
Pi nitrifikaci se uvolují ionty ⊕H , vedoucí k acidifikaci pdy (Tesa, Vank         
a kolektiv, 1992). Nitrifikace je ovlivována adou faktor, z nichž nejdležitjší jsou 
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teplota, pH, zdroj anorganického uhlíku, vlhkost, mikrobiální populace, koncentrace 
amoniaku a rozpuštného O2 (Vymazal, 2007). 
Optimální  teplota pro nitrifikaci je v rozmezí 20 - 35 ºC. Pi teplot 5 až 10 ºC 
probíhá jen pozvolna a pi nižších teplotách se tém zastavuje. Optimální pH se 
pohybuje v  rozmezí 5 - 8, vlhkost pdy 60 - 80% (Tesa, Vank a kolektiv, 1992). 
Výjimky nitrifikace: 
Nitrifikace mže probíhat i za anaerobních podmínek prostedí, jedná se               
o tzv. ANAMMOX, nebo-li anaerobní oxidace amoniaku. 
Obrázek 4: Anammox 
 
 (Zdroj: http://www.nioz.nl/nioz_nl ) 
Anammox probíhá ve specializovaných organelách oznaované jako 
anammoxozom vyjádené následujícími reakcemi: 9 
OHNNONH 2224 +→+
−⊕
 
22243 29453 HOHNNHNO ++→+ ⊕−  
                                                 
9
 Anammoxozom je organela uvnit cytoplazmy v bakteriích oddlená membránou obsahující specifické 
lipidy, v nichž probíhá anaerobní oxidace amoniaku (Department of marine organic biogeochemistry, [cit. 
2008-04-05]. Dostupné z www: http://www.nioz.nl/nioz_nl/1ac932f9150ad20e7420950305fbf0c1.php).  
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Proces je uskuteován ádem Planktomycetales - Brocardia, Scalindula, 
Kuenenia. Velkého významu anammox nabývá pi peišování odpadních vod (Bothe 
a kolektiv, 2007). 
Nitrifikace mže probíhat i prostednictvím heterotrofních organism. Jedná se 
zejména o bakterie nap. Mycobacterium phlei, Streptomyces griseus, Pseudomonas 
spp., ale také houby nap. Aspergillus flavus, Penicillium spp., Cephalosporium spp 
(Vymazal, 2007). 
2.3. Denitrifikace  
Denitrifikace pedstavuje proces redukce nitrát, za pítomnosti organické 
sloueniny, na adu plynných forem dusíku zejména N2, N2O, NO. 
Oxidy dusíku zde vystupují jako koncové akceptory elektron pi respiraním 
elektronovém transportu. Elektrony jsou penášeny z elektronových donor (vtšinou, 
ale ne ve všech pípadech to jsou organické sloueniny) pomocí nkolika systém na 
více oxidované formy dusíku. Výsledná volná energie je uchovávána v ATP 
vytváeném pi fosforylaci a je využita denitrifikaními organismy pi respiraci. 
V našich podmínkách pevažuje denitrifikace psobená fakultativn anaerobními 
mikroorganismy, jenž bhem rozkladu využívají kyslík nitrát. 
Klíovým enzymem denitrifikace je nitrátreduktása. 
OHNCONOOHC 22236126 6264 ++→+
−
 
Denitrifikace je ovlivována celou adou faktor, z nichž nejdležitjší jsou 
pítomnost kyslíku, redoxní potenciál, pdní vlhkost, teplota, pH, typ pdy, koncentrace 
dusinan a organické hmoty (Vymazal, 2007). 
Mikrobiální denitrifikace probíhá intenzivnji v neutrálním až alkalickém 
prostedí, pi vyšších teplotách a nedostatku kyslíku v pd. Nutnou podmínkou celé 
reakce je pítomnost dostatku lehce hydrolyzovatelné organické hmoty - tedy uhlíkatých 
slouenin a nitrátového dusíku (Tesa, Vank a kolektiv, 1992). 
Vedle biologické denitrifikace mohou plynné ztráty oxid dusíku a molekulárního 
dusíku vznikat i pi denitrifikaci chemické (nepímé), kdy kyselina dusitá reaguje 
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s aminokyselinami, amoniakem a jeho solemi, pípadn s aminy a amidy. Tak nap. 
moovina s kyselinou dusitou mže reagovat takto: 
( ) 222222 232 NOHCOHNONHCO ++→+  
Chemická denitrifikace probíhá intenzivnji v kyselém prostedí pi pH 5,5             
a nižším. V našich podmínkách pevažuje však ve vtšin pd biologická denitrifikace, 
pouze v pdách vyšších poloh jsou píznivjší podmínky pro denitrifikaci chemickou, 
zvlášt po hnojení moovinou (Tesa, Vank a kolektiv, 1992).  
2.4. Tkání amoniaku 
Tkání amoniaku je fyzikáln-chemický proces, pi kterém je dusík v rovnováze 
mezi plynnou a hydroxylovanou formou. 
−⊕ +↔+ OHNHOHNH 423  
Tato rovnováha je ovlivována celou adou parametr vody, pdy a sediment, 
napíklad hodnotou pH, teplotou, výmnnou kapacitou pdy a sedimentu, koncentrací 
amoniaku, celkovou alkalitou, obsahem 3CaCO  a dalších (Vymazal, 2007). 
2.5. Amonifikace 
Amonifikace pedstavuje  mikrobiální rozklad  (hnití) organicky vázaného dusíku 
na amoniak resp. amonný kation ( ⊕4NH ). 
Mže probíhat za anaerobních a aerobních podmínek. Jedná se v podstat             
o katabolický rozklad aminokyselin, který pevážn zahrnuje nkolik deaminaních 
reakcí (Vymazal, 2007). 
OHRNHHOHNHR −+→++− ⊕⊕ 422  
Osud ⊕4NH : 
- nitrifikace 
- píjem rostlinami, mikroorganismy jako zdroj výživy 
- vazba na jílové minerály a organickou hmotu 
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- únik do atmosféry (volatilizace). 
Amonifikace je nezbytná, jelikož v pípad jejího chybní by docházelo 
k hromadní organických forem dusíku. Uhynulá biomasa rostlin, živoich, 
mikroorganism obsahuje velké množství organicky vázaného dusíku v rzných 
formách, jako aminokyseliny a proteiny. Procesy rozkladu jsou odpovdny za optovné 
využití [19]. 
2.6. Asimilace dusíku  
Základní složkou dusíkaté výživy rostlin pedstavují ionty −3NO  a ⊕4NH . Rostliny 
ve vtší míe pijímají více −3NO , protože v dsledku nitrifikace je i amonný dusík 
postupn oxidován na dusinanový, jenž je snadno pohyblivý v pd a tím dobe 
pijatelný pro rostliny. Dusinanový anion má také širší optimální pH, pi kterém je 
pijímán. Není pro buky toxický a rostlina jej mže hromadit v pletivech. Ionty −3NO     
a ⊕4NH  jsou využity k tvorb složitjších organických slouenin. Amonný kation 
mohou rostliny bezprostedn využit k syntéze aminokyselin, dusinanový anion musí 
být nejprve redukován na amoniak ( 3NH ) a následn poté je využit k syntéze 
organických dusíkatých slouenin (Tesa, Vank a kolektiv, 1992).  
2.6.1. Redukce nitrát 
Koenové vlásky, buky rhizodermis i buky primární kry umožují vstup 
dusinanového iontu do rostliny. To je zpsobeno vtším množstvím penaše 
obsažených v membránách tchto bunk. Transport skrz membrány je aktivní                
a elektrogenní. Byly objeveny dva transportní systémy pro píjem −3NO . Jedním z nich 
je vysoce afinitní transportní systém HATS a druhým je nízkoafinitní transportní systém 
LATS.10 Vysoce afinitní transportní systém HATS je tvoený dvmi složkami, stále 
exprimovaným cHATS, nebo-li konstitutivním systémem a z iHATS indukovaný jen 
v pítomnosti −3NO  iontu.
11
 Po vstupu  je −3NO  redukován, bu ihned v koenech, nebo 
až v nadzemní ásti rostliny a to v listech, kam je transportován prostednictvím 
xylému. Nitrát mže být doasn skladován ve vakuolách bunk koene, stonku i list 
                                                 
10
 Z anglického „high-affinity transport system“ a „low-affinity transport system“ 
11
 cHATS z anglického „constitutive high-affinity transport system“ a iHATS z anglického „inductive 
high-affinity transport system“ 
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(Pavlová, 2005). K vlastní redukci je zapotebí dostatené množství energie                   
a pítomnost nkterých mikroprvk a makroprvk. Dležitou roli mají prvky jako: 
molybden, m, mangan, železo a hoík (Tesa, Vank a kolektiv, 1992). 
Redukce probíhá ve dvou stupních 
 Psobením enzymu nitrátreduktázy dochází k redukci nitrát ( −3NO ) za vzniku 
nitrit ( −2NO ). 
OHPNADNOHHPNADNO 223 )()( ++→++ ⊕−⊕−  
Nitrátreduktáza vyšších rostlin, je složena ze dvou identických polypeptidových 
etzc každý o velikosti asi 900 aminokyselin. Jedná se tedy o dimér, tvoený temi 
velkými doménami flavinproteinem (FAD), Fe-hemem a Mo-pterinem nezbytné pro 
penos elektron. Každý monomer nese dv aktivní místa. Jedno je lokalizováno na 
C-konci a druhé na N-konci. C-konec pedstavuje FAD doména, pijímající dva 
elektrony z NAD(P)H, elektrony jsou penášeny pes atom Fe ve stední ásti až na 
Mo-pterin na N-konci, jenž je využije k redukci navázaného −3NO  na −2NO . Domény 
propojují polypeptidové etzce oznaované jako ″hinge″ I, II. Hinge I spojuje Mo-
pterin a hemovou doménu, zatímco Hinge II spojuje druhou stranu hemové domény 
s FAD doménou (Bothe a kolektiv, 2007). 
 Enzym se nachází v cytosolu, kde je patrn asociován s vnjší stnou vnjší 
obalové membrány plastid (Procházka, 1998). Katalyzátorem této reakce je molybden. 
Aktivita nitrátreduktázy je orgánov specifická (u strom je nejvtší v koenech             
a u mnoha bylin v listech) a závisí také na stáí bunk (nejvtší aktivita bývá v raných 
fázích vývoje rostlin a rostoucích orgánech). Syntéza nitrátreduktázy je indukována 
pítomností nitrátu v cytoplazm a její aktivitu ídí denní stídání svtla a tmy (Hejnák, 
2005). 
 Vzniklý −2NO  se nehromadí v buce, jelikož je pro ni škodlivý, dochází tedy 
k jeho transportu do plastid, kde je uskutnna jeho redukce na amoniak ( 3NH ). 
Reakci katalyzuje nitritreduktáza lokalizovná ve stromatu plastid. Nitritreduktáza je 
protein o 68 kDa, obsahující siro-hem a 4Fe-4S klastr. Siro-hem je cyklický tetrapyrol 
s centrálním atomem Fe. Elektrony jsou penášeny z ferredoxinu na 4Fe-4S klastr, dále 
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na siro-hem a v závru na −2NO , jenž je redukován na amoniak ( 3NH ). Enzym má 
vysokou afinitu k −2NO , což zabrauje jeho hromadní v rostlin (Bothe a kolektiv, 
2007).  
OHferredoxinNHHferredoxinNO oxred 242 2686 ++→++ ⊕⊕−  
Jako katalyzátory se zde uplatují železo, m, mangan a hoík. Energii              
a redukní sílu pro asimilaní redukci nitrát a nitrit poskytuje dýchání (NADH)          
a v bukách obsahující chloroplasty (NADPH) (Hejnák, 2005). 
OHNONO HMo 22
2,
3 + →
−+− ⊕
 
−++− ++ →
⊕−
OHOHNHNO HeMgMnCuFe 23
66,,,,
2  
Jestliže rostliny pijímají −3NO  dochází k alkalizaci prostedí: 
−⊕− +→+ OHNHHNO 33 8  
Ionty −OH  vzniklé pi redukci nitrát v rostlinných pletivech mohou ásten 
zstat v rostlin nebo být pevedeny do živného prostedí a tak zvyšovat pH. Pi 
jednostranné a vysoké nabídce dusíku v jedné form mže být významn ovlivnn 
píjem i ostatních iont a mohou se projevit výrazné rozdíly v iontové rovnováze 
v pletivech (Tesa, Vank a kolektiv, 1992). 
2.6.2. Syntéza aminokyselin 
Vysoká koncentrace amoniaku je pro buky toxická, jelikož úinn odpojuje 
syntézu ATP od penosu elektron v membránách tylakoid. Jeho koncentrace je 
ádov mol (Procházka, 1998). Zabudováním do organických slouenin dochází 
k eliminaci amoniaku v bukách. Mezi první organické dusíkaté látky vznikající 
v rostlinách patí pedevším aminokyseliny, sloužící k biosyntéze bílkovin a dalších 
slouenin (Tesa, Vank a kolektiv, 1992). 
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Zabudování amoniaku probíhá dvma zpsoby 
 První spoívá v redukní aminaci α-ketoglutarátu za psobení 
glutamátdehydrogenázy (Hejnák, 2005). Zdrojem redukních ekvivalent jsou NADH   
a NADPH. V rostlin se nachází ve dvou formách. NADH-dependentní forma 
v mitochondriích a NADPH-dependentní forma v chloroplastech [3]. 
OHPNADglutamátHPNADNHHátketoglutar 24 )()( ++↔+++− ⊕⊕⊕α       
 Druhým zpsobem je amoniak inkorporován do aminokyselin prostednictvím 
enzym glutaminsyntetázy a glutamátsyntázy, jedná se o úinnjší systém. Tzv. systém 
GS/GOGAT (GS = glutaminsyntetáza, GOGAT = glutamátsyntása, glutamát 
oxoglutarát aminotransferáza) realizuje: 
i
GS PADPglutaNHATPglutamát ++→++ ⊕ min4  
glutamátátketoglutargluta GOGAT 2min  →−+α  
Glutaminsyntetáza využívá glutamát jako akceptora amonného kationu, pro který 
má vysokou afinitu. Reakce vyžaduje energii ve form ATP, dodávaného 
z fotosyntetické fotofosforylace. Je tedy nepímo spojena s fotosyntézou, oblastí styku 
metabolismu uhlíku a dusíku v chloroplastech (Bothe a kolektiv, 2007). 
V rostlin se glutaminsyntetáza vyskytuje ve dvou formách (isoenzymech). GS-1 
cytoplazmatická a GS-2 plastidová (v chloroplastech fotosynteticky aktivních bunk     
a plastidech koen) [3]. 
Vzniklý glutamin pedstavuje transportní i zásobní formu dusíku v rostlin. Mže 
být pímo zabudován do protein nebo sloužit jako donor aminoskupiny pro další 
substráty (Pavlová, 2005).  
Glutamátsyntása katalyzuje reduktivní penos amidické skupiny z glutaminu na   
α-ketoglutarát, ímž vzniknou dv molekuly glutamátu. GOGAT se vyskytuje ve dvou 
formách: 
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Ferredoxin-dependentní glutamátsyntása, jejíž zdrojem redukních ekvivalent je 
ferredoxin. Jedná se o monomerní enzym o velikosti 140-170 kDa s kofaktory FMN,12 
FAD a 3Fe-4S klastrem. Nachází se pedevším v listech, kde je lokalizována 
v chloroplastech. Hlavní regulaní faktor pedstavuje svtlo. Potebné elektrony dodá 
redukovaný ferredoxin [3]: 
oxred FdglutamátFdtoxoglutarágluta 2222min +→+−+  
NADH-dependentní glutamátsyntáza monomer o 196 kDa využívající NADH. 
Pedstavuje dominantní formu vyšších rostlin. Nalézá se v plastidech 
nefotosyntetizujících tkání jako jsou koeny i pochvy cévních svazk vyvíjejících se 
list a také v mitochondriích. Regulaním faktorem je koncentrace nitrátu, amonného 
kationu, glutaminu a asparaginu. Potebné elektrony poskytne NADH [3].  
⊕⊕ +→++−+ NADglutamátHNADHtoxoglutarágluta 22min  
Vzniklý glutamát mže dále penášet svoji skupinu aminoskupinu ( 2NH− ) na 
jiné α-ketokyseliny vytváené pi glykolýze a v citrátovém cyklu. Penos aminoskupiny 
uskuteují transaminázy, nebo-li aminotransferázy. Kofaktorem enzym je 
pyridoxalfosfát (vitamin 6B ). Aminotransferázy se nalézají v cytosolu, plastidech, 
mitochondriích i peroxizomech (Pavlová, 2005).13 
Aminokyseliny mohou být využívány na místech svého vzniku k biosyntéze 
makromolekul (bílkoviny, nukleové kyseliny) anebo mohou pecházet do jiných orgán. 
K nejvýznamnjším sloueninám schopných translokace patí aminokyseliny kyselina 
glutámová a kyselina asparagová a také jejich amidy glutamin a asparagin (Hejnák, 
2005). Tyto amidy mohou vznikat již v koenech vtšiny rostlin pi vyšší koncentraci 
amoniaku, jsou neutrální, pletivm neškodí. Pedstavují uritou zásobárnu dusíku          
a slouží k transportu dusíku v rostlinách (Tesa, Vank a kolektiv, 1992). 
Stejnými zpsoby je zabudován do aminokyselin i amoniak pijatý rostlinou 
z venkovního prostedí. Jeho asimilace probíhá z pevážné ásti v koenech a na rozdíl 
                                                 
12
 Flavinmononukleotid 
13
 Peroxizomy jsou organely, charakterizované vysokým obsahem oxidaních enzym, které využívají 
molekulární kyslík a katalázu. Produkují peroxid vodíku. Podílejí se na detoxikaci mnoha látek (Neas    
a kolektiv, 2000). 
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od nitrát jen jeho malá ást je detekovatelná i v nadzemních ástech rostliny (Hejnák, 
2005). 
2.7. Vliv dusinan na lidské zdraví 
Dusinany jsou soli kyseliny dusiné. Ve vod jsou dobe rozpustné. Pi vyšších 
teplotách psobí jako silná oxidaní inidla. Protože jsou dusinany koneným 
produktem biochemické oxidace organicky vázaného dusíku, mže být jejich vtší 
koncentrace v pírodních (hlavn v podzemních) vodách dkazem staršího zneištní 
organického pvodu (Frintová, 2007). Dusinany jsou kumulovány v životním prostedí 
v dsledku intenzivní zemdlské produkce, spojené s používáním dusíkatých hnojiv. 
Dusinany, jak jsme uvedli v úvodu této práce, jsou v životním prostedí všudypítomné 
a jako takové jsou pro lovka málo závadné, nicmén jejich produkty vzniklé redukcí, 
zejména dusitany nebo N-nitrosoaminy, pedstavují vysoké riziko poškození lidského 
zdraví, nap. nkterá kardiovaskulární onemocnní i poruchy metabolismu. 
K redukci dusinan mikrobiální cestou psobením nitrátreduktázových enzym 
dochází exogenn i endogenn. Exogenní redukce nastává nap. pi transportu, 
uskladování a zpracovávání potravin zejména zeleninových pokrm (Prugar, 
Prugarová, 1985). 
V organismu (endogenn) dochází k redukci dusinan na dusitany psobením 
mikroorganism v ústech a žaludku. Reakcí s primárními i sekundárními aminy 
vznikají nitrosaminy. K redukci dochází zejména v žaludku, kde je kyselé prostedí (pH 
2 až 4) (Klaassen, 2001). Aminy jsou pítomné prakticky všude: vyskytují se v zelenin, 
v masných, mléných a obilných výrobcích, ve vejcích, piv, vín, v lécích, pesticidech, 
v tabákovém koui atd. (Prugar, Prugarová, 1985). Redukce mže být inhibována 
pírodními nebo umle vytvoenými antioxidanty jako je vitamin C, vitamin E, 
butylhydroxyanisol, butylhydroxytoluen (Klaassen, 2001). 
Nitrosaminy a nitrosamidy (pedevším nižší molekulové hmotnosti) patí mezi 
karcinogeny s nespecifickým úinkem, mohou iniciovat maligní bujení                           
v nejrznjších tkáních organismu. Jejich spoleným znakem je nitroso skupina vázaná 
na jeden atom dusíku. Vlastním nitrosujícím reagentem je skupina NO+  (Prugar, 
Prugarová, 1985).  
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Typickkým pedstavitelem nitrosaminu je pedevším dimethylnitrosamin (neboli 
N – Nitrosodime-thylamin): 
0brázek 5: N-Nitrosodimethylamin 
 
2.7.1. Methemoglobinémie 
Nejvíce diskutovaným problémem dusinan je jejich schopnost vyvolat 
methemoglobinémií u kojenc v dsledku  zvýšeného množství methemoglobinu v krvi. 
Výkladový slovník M. Kodíka vysvtluje methemoglobin, nebo též 
ferrihemoglobin, zkr. MetHb, jako hemoglobin obsahující trojmocné železo (Fe3+), 
který není schopen penášet kyslík. V erytrocytech vzniká za fyziologických podmínek 
v malém množství pímou oxidací železa kyslíkem; je zde enzymov zptn redukován 
na Fe2+ formu. Vtší množství MetHb vzniká následkem otrav (acetanilid, chlornany, 
dusitany atd.) nebo vrozených poruch synthesy hemoglobinu. Mže se patologicky 
objevovat v krevní plasm (methemoglobinémie) nebo v moi (methemoglobinurie), 
(Kodíek, 2007). 
Methemoglobinémie u kojenc bývá oznaovaná jako alimentární methemoglo-
binémie, jelikož dusinany vstupují do organismu zažívacími cestami. Píinnou bývají 
dusinany v pitné vod, jenž se užívá pro pípravu umlé výživy dtí ze sušených 
mléných výrobk. Pedstavuje velké riziko u kojenc (pod 6 msíc vku). 
 Riziko u kojenc je v dsledku:  
- nevyzrálého dtského enzymatického systému v erytrocytech – nedostatek 
NADH-methemoglobinreduktázy, pemující methemoglobin na hemoglobin, 
- nízké žaludení acidity kojenc a jejich intestinální flóry (pevážn Escherichia 
coli) s vyšší redukní schopností vede ke snadnjší konverzi dusinan na 
dusitany, 
- fetální hemoglobin, petrvávající v erytrocytech novorozenc, je více citlivý 
k pemn na methemoglobin (Vopršalová, 2005). 
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Asociace mezi kontaminací vody dusinany a dtskou methemoglobinémií byla 
poprvé popsána v roce 1945 v Iona City v USA lékaem Hunterem Comply (Avery, 
1999). Methemoglobinémie je život ohrožující stav, jenž mže být získaný nebo 
vrozený. 
Vrozená methemoglobinémie 
Ddiná forma methemoglobinémie je obvykle zpsobená deficitem aktivity 
methemoglobinreduktásy, jenž se ddí jako autosomáln recesivní znak. 
Methemoglobinreduktása (nebo-li NADH-cytochrom b5-methemoglobinreduktása) je 
enzymovým systémem pítomným v ervených krvinkách, redukující hemové železo 
z Fe3+ zpt na Fe2+. Vzácn se vyskytující píinnou methemoglobinémie jsou nkteré 
abnormální hemoglobiny nap. hemoglobin M (HbM) (Murray, 2002). 
Získaná methemoglobinémie 
Získaná methemoglobinémie mže vzniknout pi psobení methemoglo-
binizujících látek. Do této skupiny patí anilin a aromatické nitrosloueniny (skupina -
2NH ), používané pi výrob barviv, nitrobenzen a aromatické nitrosloueniny  (skupina 
- 2NO ), dusinany (skupina - 3NO ). Nkteré léky u citlivých osob nebo pi 
pedávkování mohou zpsobit methemoglobinémii nap. primaquin, dapson, 
sulfanylamid, fenacetin a další (Pelclová, 2005).    
Klinické projevy methemoglobinémie 
Klinické projevy methemoglobinémie jsou závislé na koncentraci MetHb v krvi. 
Znaky methemoglobinémie se objevují již pi 10 % MetHb v celkové krvi. 
Tab.  1: Vztah koncentrace MetHb a klinických projev lidského organismu 
 
Koncentrace 
MetHb v % Klinické projevy 
10 – 20 Centrální cyanóza konetin/trupu 
20 – 45 Deprese CNS (bolest hlavy, závra, vyerpanost, letargie), poruchy dýchání 
45 – 55 Kóma, arytmie, šok, kee 
> 60 Vysoké riziko mortality 
Zdroj: (Fewtrell, 2004) 
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Terapie  
Antidoty pi intoxikaci methemoglobinizujícími látkami jsou toluidinová mod     
a methylénová mod. Další redukující látku pedstavuje kyselina askorbová (vitamin C). 
Není-li úinné antidotum k dispozici, nebo nemá-li odpovídající efekt, provádí se 
výmnná tansfúze krve (Pelclová, 2005). 
Podání methylenové modi urychluje redukci methemoglobinu. Používá se nejen 
pi methemoglobinémii navozené nitrity, ale dalšími aromatickými amino nebo nitroso 
sloueninami (anilin, fenylhydrazin, fenacetin, nitrotoluen). Methylenová mod psobí 
prostednictvím tzv. latentní NADPH-reduktázy, kterou aktivuje. Pedávkování 
methylénovou modí vede paradoxn k tvorb MetHb pímou oxidací hemoglobinu. 
Redukci MetHb neenzymaticky urychluje vitamin C, doporuené dávky jsou kolem 
1000 mg/den (Vopršalová, 2005). 
Dusinany se mohou vyskytovat v potravinách nejen jako látky kontaminující, ale 
na druhé stran i jako látky aditivní, tedy zámrn do potravin pidávané. 
2.7.2. Dusinany jako kontaminanty 
Kontaminanty jsou látky, dostávající se do potravin neúmysln pi výrob, 
zpracování, balení, peprav i skladování. 
Hlavní zdroj dusinan pedstavuje zemdlství, jenž využívá pírodní i umlá 
dusíkatá hnojiva. Dusíkatá hnojiva jsou pirozené i prmyslov vyrobené anorganické   
i organické látky, poskytují rostlinám dusík jako živinu (Tesa, Vank a kolektiv, 1992). 
Kritická jsou zejména prmyslová hnojiva na bázi dusinan, jenž jsou ve vod snadno 
rozpustná, neváží se na sorbní komplex pdy a rychle a snadno infiltrují do 
podzemních vod (Langhammer, 2006). Koncentrace v tocích bhem roku kolísá 
v závislosti na vegetaním období. Vysvtlením je skutenost, jak uvádí Jakub 
Langhammer (Langhammer, 2006), že ve vegetaním období na jae a v lét, kdy jsou 
dusinany spotebovávány vegetací, jsou jejich koncentrace v pirozených vodách 
nejnižší. Maximálních hodnot v povrchových vodách dosahují v mimo vegetaní období 
na podzim a zim, kdy jsou vymývány z pdy, v jejímž sorbním komplexu jsou 
zadržovány minimáln. Dusinany kontaminují povrchové a spodní vody, pdu             
a následn tedy i plodiny. 
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 Celkový obsah dusinan v rostlin závisí na: 
- charakteru rostliny - rostliny akumulující dusinany: listová zelenina (salát, 
špenát), košálová zelenina (zelí, kapusta), koenová zelenina (mrkev, 
edkvika),  
- nitrofilní rostliny – vyžadují zvýšený obsah dusíku v pd nap. kopiva 
dvoudomá (Urtica dioica), bez erný (Sambucus nigra), vlaštoviník vtší 
(Chelidonium majus), merlík vonný (Chenopodium ambrosioides), 
- klimatické podmínky – teplota, vláha, intenzita a délka osvtlení, 
- charakter pdy, 
- nerovnomrnost rozložení dusinan v rostlin, 
- doba sklizn – sezóna, denní doba (Kraják, 2002). 
Velké riziko zdroje dusinan pedstavují vlastní studny s nedostaten ištnou 
vodou, protože dusinany se pevaením vody neodstraní.  
2.7.3. Dusinany jako konzervanty 
Na druhé stran lovk využívá dusinany a dusitany jako konzervanty ve form 
potravináských aditiv. Vyhláška . 4/2008 Sb. „O použití pídatných látek                      
a rozpouštdel pi výrob potravin“ zaazuje pídatnou látku do druhu podle její hlavní 
funkce, kterou v potravin obvykle plní a dále upravuje maximální pípustné limity. 
Konzervanty jsou látky prodlužující trvanlivost potravin a chránící potravinu proti 
mikrobiálnímu kažení. Dusinany a dusitany jsou používány zejména pi zpracování 
masa a sýr. V masném prmyslu se využívá schopnosti dusitan reagovat s hemovými 
barvivy, což brání oxidaci železa v hemu pi tepelném zpracování a dociluje se tak 
ržové barvy masa (Pipek, 1998). Další jejich vlastností je ochrana proti Clostridium 
botulinum, produkující botulotoxin.14 Jako konzervanty se užívá zejména dusitan 
draselný (E 249), dusitan sodný (E 250), dusinan sodný (E 251) a dusinan draselný 
(E 252). 
                                                 
14
 Clostridium botulinum je vyvolavatelem botulismu, závažné a život ohrožující intoxikaci (Votava, 
2003, s. 180). 
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2.8. Vliv mikroorganism na lidské zdraví 
Mikroorganismy hrají v pírod i v život lovka obrovskou roli, nebo jsou 
jedním z hlavních initel ovlivujících tvorbu a zachování životního prostedí na naší 
planet. Spoleenství rzných druh mikroorganism jsou totiž schopna rozložit 
veškeré pirozené organické látky až k jejich úplné mineralizaci. Tím vracejí chemické 
prvky, tvoící nezbytnou složku živé hmoty, do kolobhu prvk v pírod. Zejména se 
jedná o kolobh uhlíku, kyslíku, vodíku, dusíku a síry. Rozkladná innost 
mikroorganism probíhá v pd i ve vod (Šilhánková, 2002). Mikroorganismy jsou 
využívány k produkci nejrznjších typ a druh potravin (mléné výrobky, alkoholické 
nápoje, droždí, aj.) a organických látek (enzymy, kyseliny, vitamíny), vetn antibiotik 
(nap. peniciliny, cefalosporiny, griseofulvin, cyklosporin A) (Malí, Ostrý a kolektiv, 
2003). 
Nkteré mikroorganismy žijící ve volné pírod získávají energii ze svtla nebo 
oxidací anorganických látek, vtšina se však vyživuje z odumelých organických látek, 
ty se  oznaují jako saprofyté.  
Komenzálové tvoí normální, pirozenou flóru tla zdravého hostitele. Jsou 
pítomni na kži, na sliznicích horních cest dýchacích, stev, pochvy. Za normálních 
okolností nepronikají do krve nebo do tkání. Za uritých okolností, nap. pi snížení 
obranyschopnosti jedince, mohou proniknout do organismu a vyvolat onemocnní. Jsou 
proto oznaovány jako podmínn patogeny. Obligatorní patogeny jsou 
mikroorganismy, jež jsou adaptovány na pekonávání obranných mechanism hostitele, 
proniknou do tkání hostitele, kde se množí nebo mohou produkovat toxiny a tím 
vyvolávají onemocnní (Greenwood a kolektiv, 1999).   
Negativní úinek mikroorganism spoívá v nežádoucím rozkladu potravin, 
potravináských surovin, textilií, papíru, kže, deva, organických nátr a nkterých 
plast. Nejzávažnjší negativní úinek mikroorganism v pírod vyplývá z innosti 
tzv. patogenních mikroorganism, zpsobující nemoci lovka (Šilhánková, 2002). 
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2.8.1. Plísn a kvasinky 
Plísn (vláknité mikromycety) 
Hlavním rezervoárem plísní je pda, z níž se dostávají do vzduchu, na organický 
materiál pevážn rostlinného pvodu, na exkrementy zvíat a prmyslové pedmty 
uložené ve vlhku. Rzná barviva konidií i endospor chrání tyto buky ped 
nepíznivými úinky ultrafialové složky sluneního svtla, a proto se plísn vyskytují 
jako velmi astá vzdušná kontaminace (Šilhánková, 2002). 
Písn aerobní povaha spolu se širokým enzymovým vybavením umožuje 
plísním napadat nejrznjší organický materiál. Plísn mají schopnost využívat 
vzdušnou vlhkost a okludovanou vodu, napadají tedy zejména materiály uložené ve 
vlhkém prostedí, a tím mohou zpsobovat vysoké ztráty. Jsou schopny napadat             
i neporušená rostlinná pletiva, rozmnožovat se za nízkého pH; nkteré jsou schopny rst 
za velmi nízkých teplot (Šilhánková, 2002). 
Na druhé stran lovk plísn využívá jako producenty antibiotik a organických 
kyselin, v potravináství dále také pi aerobním ištní odpadních vod nebo pi výrob 
insekticid (Šilhánková, 2002).      
Pravé houby (Eumycota) jsou rozdlovány: 
- na houby vytváející plodnici (houby s makrostélkou, 
makromycety Basidiomycotina tj. stopkovýtrusé), 
- na houby vláknité (tvoící mikrostélku, mikromycety 
Ascomycotina tj. veckovýtrusé). 
Vláknité houby ovlivují lidské zdraví pímo nebo nepímo cestou mykóz, alergií, 
mykotoxikóz (Jahodá, 2004). 
Mykózy 
Schopnost nkterých hub vyvolávat u lovka infekci – mykózu patí 
k nejzávažnjším formám jejich psobení na lidské zdraví. Patogenní potenciál hub je, 
až na výjimky (dermatofyty, dimorfní houby), velmi omezený a pouze nepatrná ást (asi 
0,3%) z odhadovaného potu 500 tisíc druh hub se pizpsobila k parasitismu lovka. 
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Typická mykóza je charakterisována kolonizací sliznice nebo kže s následnou invazí   
a poškození hlubších tkání hostitele. Invaze mže být doprovázena projevy intoxikace   
a hypersenzitivní reakce na pítomnost patogenního agens (Malí, Ostrý a kolektiv, 
2003). 
Mykoalergie 
Mykoalergie jsou hypersenzitivní reakce imunitního systému hostitele na 
antigenní stimulaci houbovým alergenem. Nejastji se jedná o alergeny pítomné na 
spórách. Po chemické stránce je vtšina mykoalergen tvoena proteiny                          
a glykoptroteiny, pop. polysacharidy. Zdroj mykoalergie mže být vnitní nebo vnjší. 
Kritickým momentem pro vznik alergie je množství spór ve vzduchu v závislosti na 
jejich pvodu a velikosti. Poty spór kolísají v závislosti na cirkadiárnních rytmech 
stídání dne a noci, na teplot a vlhkosti vzduchu a mnoha dalších faktorech (Malí, 
Ostrý a kolektiv, 2003). 
 Toxikogenní mikromycety mají schopnost produkovat v potravinách a krmivech 
mykotoxiny (sekundární metabolity), vyvolávající mykotoxikózy. Ne všechny kmeny 
mikromycet jsou toxikogenní. Jestliže byla u nkterého kmene uritého druhu 
mikromycet díve zjištna produkce uritého mykotoxinu, je možné považovat 
všechny kmeny tohoto druhu za potenciáln toxikogenní, tj. schopné produkovat uritý 
mykotoxin. Toxikogenní mikromycety mohou produkovat jeden i více mykotoxin. 
Díky svému enzymatickému vybavení jsou velmi adaptabilní pro kontaminaci tém 
jakéhokoliv substrátu a jsou rozšíeny po celém svt (Ostrý, 1998). 
2.8.1.1. Mykotoxiny 
Mykotoxiny jsou sekundární metabolity mikromycet, pedstavující heterogenní 
skupinu nepolárních nízkomolekulárních slouenin. Poskytují jejich producentm urité 
výhody v soutží o substrát s jinými organismy podobné ekologické konstituce. Mezi 
mykotoxiny s významným zdravotním dopadem patí námelové látky, aflatoxiny, 
trichoteceny, zearalenony, ochratoxiny, sterigmatocystin, cyklopiazonová kyselina, 
penicilová kyselina, patulin, citrin, rubratoxiny, skupina tremorgenních látek, 
fumarisiny, ribotoxiny (Jahodá, 2004). V souasné dob je známo pes 300 
mykotoxin. I nadále jsou objevovány a chemicky charakterizovány další nové 
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mykotoxiny. Základní toxikologický výzkum „nových“ ani „starých“ mykotoxin nebyl 
ukonen a stále probíhá (Malí, Ostrý a kolektiv, 2003). 
2.8.1.1.1. Významné mykotoxiny rodu Aspergillus a Penicillium 
Aflatoxiny 
 
Obrázek 6: Aflatoxin B1 
 (Zdroj: Bennet, Klich, 2003) 
Aflatoxiny jsou mykotoxiny odvozené od difuranokumarinového skeletu, 
produkované toxikogenními kmeny Asperglilus flavus (asi 35% kmen produkuje 
aflatoxiny skupiny B), Aspergillus parasiticus (tém 100% kmen je schopno 
produkovat aflatoxiny ady B, G), Aspergillus nomius. Psobí jako hepatotoxiny            
a hepatokarcinogeny (Jahodá, 2004). 
Primárním zdrojem aflatoxin jsou rostlinné produkty a z nich nejrznjší 
výrobky.  Obilí, vetn kukuice, kávové a kakaové boby, olejniny, bavlníková semena, 
oechy, mandle, krmné smsi pro zvíata (Vopršalová, 1997). Nkdy bývá úroda 
kontaminována aflatoxiny ješt ped sklizní a to zejména v souvislosti se stresem ze 
sucha, které na  rostliny psobí (Bennet, Klich, 2003). 
Aflatoxiny jsou oznaovány velkými písmeny, která pvodn oznaovala barvu 
fluorescence v UV svtle (B – blue, G – green) a íselný index poadí 
v chromatografickém poli smrem od cíle ke startu (Vopršalová, 1997). Touto metodou 
byly identifikovány tyi pirozené typy aflatoxin: 2121 ,,, AFGAFGAFBAFB . K tmto 
identifikovaným typm pibyly metabolity pozdji nalezené v mléce dojnic krmených 
kontaminovanou potravou AFB1, oznaené jako M1, M2 (Vopršalová, 1997). 
Poadí toxicity a genotoxicity aflatoxin: 
AFB1 > AFG1 > AFB2 > AFG2. 
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Odpov organismu na aflatoxiny je závislá na živoišném druhu, vku, pohlaví, 
stavu imunity, výživ a dalších faktorech, jako je zpsob a rychlost biotransformace          
a faktory prostedí, v nmž organismus vyrstá (Vopršalová, 1997). Aflatoxiny jsou 
primárn metabolizovány v játrech mikrosomálními oxidázam a cytosolickými enzymy. 
Vtšina primárních metabolit je dále detoxikována konjugací s kyselinou 
glukuronovou nebo sírovou a eliminuje se moí nebo stolicí (Jahodá, 2004).  
Aflatoxiny zpsobují onemocnní, jenž se voln oznaují jako aflatoxikózy. 
Rozlišuje se akutní a chronická aflatoxikóza. Akutní aflatoxikóza zpsobuje úmrtí, 
naproti tomu chronická aflatoxikóka zpsobuje rakovinotvorné bujení, snížení 
obranyschopnosti organismu a další patologické projevy. Cílovým orgánem jsou játra. 
K poškození jater dochází požitím kontaminovaných potravin, kterými mohou být: 
kuata a ryby, jenž byly pedtím krmeny potravou obsahující aflatoxiny B1 (Bennet, 
Klich, 2003). 
Citrinin 
Citrinin byl poprvé izolován z Penicillium citrinum ped druhou svtovou válkou. 
Následn byl nalezen v nkolika druzích rodu Penicillium a nkolika rodech Aspergillus 
(nap. Aspergillus terreus a Aspergillus niveus), vetn uritých rod Penicillium 
camemberti (používáných k výrob sýra) a Aspergillus oryzae (použivaných k výrob 
saké a sojové omáce). Také byl izolován z Monascus ruber a Monascus purpureus, 
prmyslové druhy používané k výrob ervených barviv. Citrinin je nefrotoxická látka, 
jehož akutní toxicita se liší u jednotlivých zvíecích druh (Bennet, Klich, 2003).  
Ochratoxiny 
Ochratoxiny patí do skupiny zahrnující sedm izokumarinových derivát, vždy 
spojených s fenylalaninem, produkovaných rody Aspergillus a Penicillilum (Jahodá, 
2004). 
Významný je ochratoxin A izolovaný z Asperillus ochraceus. Další zástupci 
skupiny ochratoxin byli nalezeny jako metabolity rzných druh rodu Aspergillus 
(vetn Aspergillus alliaceus, Aspergillus auricomus, Aspergillus carbonarius, 
Aspergillus glaucus, Aspergillus melleus a Aspergillus niger). Ochratoxin A byl nalezen 
v jemeni, žit, ovsi, kávových bobech a dalších rostlinných produktech (Bennet, Klich, 
2003). 
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Cílovým orgánem toxicity ochratoxinu A jsou ledviny. Dále psobí negativn na 
játra a imunitní systém. Je to potenciální karcinogen a teratogen (Malí, Ostrý                
a kolektiv, 2003).15  
Patulin 
V pírod je patulin pomrn rozšíen, dležitá je zejména jeho produkce na 
kazícím se ovoci, velice asto v jablkách. V ovoci se vyskytují ochranné látky (nap. 
vitamin C), které zabrání rozkladu patulinu pi tepelném opracování kompot, dení      
a mošt. Závažnou je kontaminace ovocných dení urených pro dtskou a kojeneckou 
výživu (Šimnek, 2003). 
Patulin byl poprvé izolován z Penicillium patulum (pozdji nazvaném Penicillium 
urticae a nyní Penicillium griseofulvum) a využíván jako antibiotikum. V šedesátých 
letech, kdy se prokázala jeho karcinogenita vi zvíatm, byl stažen a dnes je 
považován za významný mykotoxin. (Bennet, Klich, 2003). Akutní otravy patulinu jsou 
popsány u dobytka, vtšinou dominuje poškození plic s edémem (Šimnek, 2003). 
Cyclopiazonová kyselina 
Je produkována vtším množstvím plísní rodu Aspergillus a Penicillium. Jde         
o indolovou sloueninu. Pi podání per os dochází k postižení trávicí trubice a jater 
(Šimnek, 2003). asto se vyskytuje spolen s aflatoxiny (Jahodá, 2004).  
Kyselina cyklopiazonová byla nalezena v kukuici, arašídech, sýrech 
camembertského typu, mkkých plísových sýrech, semenech slunenice, rýži, 
kroupách, drbežím masu apod. (Malí, Ostrý a kolektiv 2003). 
Tremorgeny 
Tremorgeny jsou chemicky nesourodá skupina mykotoxin, produkovaných 
rznými druhy mikroskopických hub, pedevším rod Aspergillus a Penicillium. 
Význanou spojující vlastností tchto látek je skutenost, že pokusná zvíata po jejich 
podání hynou za tes a keí (tremorgenní = doslova „tesotvorné“). Uvedené toxiny 
tedy atakují nervový systém (Šimnek, 2003). 
                                                 
15
 Teratogen je látka zpsobující malformace plodu. 
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Sterigmatocystin 
Sterigmatocystin je produkován rodem Aspergillus, zejména Aspergillus flavus, 
Aspergillus versicolor, Aspergillus nidulans a rodem Penicillium, nap. Penicillium 
luteum. Je hepatotoxický a hepatokarcinogenní (Jahodá, 2004).  
Patí mezi hlavní mykotoxiny pravideln se vyskytující v obilninách a výrobcích 
z nich. Byl nalezen v plesnivé pšenici, jemeni, kukuici, rýži, sojových bobech. Jeho 
pítomnost byla zjištna i v tvrdých sýrech, pepi, fenyklu aj. (Malí, Ostrý a kolektiv, 
2003). 
Rubratoxiny 
Existují rubratoxin A a rubratoxin B (dležitjší). Bývají produkovány 
Penicillium rubrum, jsou hepatonefrotoxické (Šimnek, 2003). 
      Kvasinky 
Kvasinky jsou heterotrofní eukaryontní mikroorganismy náležící mezi houby 
(Fungi). eský název dostaly pro schopnost vtšiny druh zkvašovat monosacharidy     
a nkteré disacharidy, pípadn i trisacharidy na ethanol a oxid uhliitý. Nejrozsáhlejším 
rodem je rod Candida zahrnující nekvasící druhy i druhy se silnými kvasícími 
schopnostmi. Nkteré kmeny mohou být podmínn patogenní, nap. Candida albicans. 
Mže zpsobovat onemocnní (kandidózy) kže a neht, mže také postihnout vnitní 
orgány a sliznice, a to pedevším u oslabených jedinc (nap. pi rakovinném 
onemocnní, podáváním imunosupresivních látek, širokospektrých antibiotik,                
u thotných žen a novorozenc). Kvasinky jsou v pírod velmi rozšíeny. Vyskytují se 
pedevším na materiálech obsahující cukry, tj. na ovoci, na cukerných potravinách, 
kvtních nektarech, v pd, vzduchu, ve stevním traktu lidí a zvíat. Vtšina kvasinek 
je usmrcena již pi 2 - 5 minutovém zahívání na 56 oC, spory kvasinek mají tepelnou 
odolnost jen nepatrn vyšší (Šilhánková, 2002).  
Vzhledem k tomu, že ve zkoumaných ajích se kvasinky nevyskytovaly, více 
jsme se v diplomové práci tomuto tématu nevnovali a k podrobnjšímu studiu kvasinek 
odkazujeme na odbornou literaturu, nap. Šilhánková, 2002. 
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2.8.2. Stanovované plísn v léivých ajích 
V pedchozí ásti diplomové práce jsme uvedli, co jsou mykotoxiny a jejich vliv 
na lidské zdraví. Velká ást tchto mykotoxin je produkována rodem Aspergillus          
a Penicillium, jejichž zástupce jsme objevili i v testovaných ajích.  
2.8.2.1. Aspergillus niger  
 
Taxonomické zaazení (Kalina, Váa, 2005) 
Nadíše: Eukaryota 

íše: Fungi 
Oddlení: Ascomycota 
Pododdlení: Pezizomycotina 
Tída: Eurotiomycetes 

ád: Eurotiales 
Rod:  Aspergillus  
Druh: Aspergillus niger 
 
 
 
 
Obrázek 7 Aspergillus niger 
 (Zdroj: Mini atlas mikroorganism http://www.vscht.cz) 
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Morfologické vlastnosti: 
- rod  Aspergillus má bohat rozvtvené mycelium, rzn zabarvené podle druh. 
Mladé podhoubí bývá bílé pozdji se však jeho barva mní. Z mycelia rostou 
konidiofory, jejichž konec je kyjovit nebo kulovit zduelý v tzv. vehikulu.  
Z ní vyrstají jedna nebo dv vrstvy krátkých bunk - primární nebo sekundární 
sterigmata, fialidy, stojící hust vedle sebe, na kterých se oddlují etízkovité 
exospory - konidie, podobn jako u plísní rodu Penicillium (Tvrdo, 1978). 16 
Aspergillus niger má kulovitou vehikulu a kolem ní velmi hustá primární                  
i sekundární sterigmata, fialidy, na nichž se doškrcují tmav hndé až erné konidie 
(Tvrdo, 1978). 
  Fyziologické vlastnosti: 
- rozmnožuje se nepohlavn konidiemi. Má velmi bohatou enzymovou innost 
sacharolytickou, amylotickou, proteolytickou i pektolytickou. Roste 
v prostedích s velmi chudými živinami a snáší i vysoké dávky konzervaních 
prostedk. Produkuje adu organických kyselin (Tvrdo, 1978).  
Hlavní diagnostické znaky a teplotní nároky: 
- roste velmi dobe na všech bžných pdách, urených ke kultivaci plísní pi pH 
5 - 7. Mycelium je nejdív bílé, pozdji žluté až hndé. Konidie jsou temn 
hndé až erné, jeví se jako erné paliky nad jasnjším myceliem. Kolonie jsou 
okrouhlé, vatovité, sted kolonií s palikami je purpurov hndý až erný, 
micelární okraj kolonií je bílý (Tvrdo, 1978). Optimální teplota rstu je 37 ºC, 
minimální 6 - 8 ºC, maximální 45 - 47 ºC [4]. 
Výskyt a uplatnní: 
- patí mezi nejrozšíenjší plísn v pírod. Vyskytuje se na potravinách 
rostlinného i živoišného pvodu. Využívá se k výrob kyseliny citrónové, 
fumarové, šavelové (Tvrdo, 1978). 
                                                 
16
 Konidiofor je zeteln odlišená hyfa nesoucí konidie. Mycelium pedstavuje sple houbových vláken, 
nebo-li hyf (Šilhánková, 2002). 
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2.8.2.2. Aspergillus flavus 
Taxonomické zaazení (Kalina, Váa, 2005)  
Nadíše: Eukaryota 

íše: Fungi 
Oddlení: Ascomycota 
Pododdlení: Pezizomycotina 
Tída: Eurotiomycetes 

ád: Eurotiales 
Rod:  Aspergillus  
Druh: Aspergillus flavus 
Obrázek 8 Aspergillus flavus 
 (Zdroj: Mini atlas mikroorganism http://www.vscht.cz) 
Morfologické vlastnosti: 
- kolonie rychle rostoucí, hrub zrnité, žlutozelen i olivov zbarvené. 
V koloniích se mohou vytváet nápadná tmavá sklerocia vícemén kulovitého 
tvaru. Z mycelia vyrstají konidiofory 400 - 1000m s bradavitou stopkou. 
Konidie jsou kulovité nebo tém kulovité 3,5 – 5 m [4].  
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Fyziologické vlastnosti: 
- rozmnožuje se exosporami (konidiemi). Produkuje amylotické a proteolytické 
enzymy. Kmeny produkují aflatoxiny a jiné mykotoxiny (Tvrdo, 1978).  
Hlavní diagnostické znaky a teplotní nároky: 
- na Czapkov agaru s kvasniným extraktem tvoí sírov žluté až žlutozelené 
kolonie, stáím hndnoucí. Spodní strana kolonií je žlutohndá (Tvrdo, 1978). 
Optimální teplota rstu  je 33 ºC, mže však rst i v rozmezí teplot od 10 - 12 ºC 
do 43 - 48 ºC [4]. 
Výskyt a uplatnní: 
- velmi rozšíená plíse. Vyskytuje se na substrátech rostlinného pvodu i v pd. 
Nejastji bývá izolován zvlášt z burských oíšk a cereálií. Patí mezi 
oportunní patogeny. Mže zpsobovat nap. aspergilózu prdušek [4]. 
2.8.2.3. Rhizopus niger  
Taxonomické zaazení (Kalina, Váa, 2005) 
Nadíše: Eukaryota 

íše: Fungi 
Oddlení: Ascomycota 
Pododdlení: Zygomycotina  
Tída: Zygomycetes 

ád: Mucorales 
ele: Mucoraceae 
Rod: Rhizopus 
Druh: Rhizopus niger 
 
syn. Rhizopus stolonifer 
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Obrázek 9: Rhizopus niger 
 
   (Zdroj: Mini atlas mikroorganism http://www.vscht.cz) 
 
 
Morfologické vlastnosti: 
- do rodu Rhizopus patí plísn vyznaující se tím, že tvoí útvary podobné 
koínkm, zvané rhizoidy, sloužící k zakotvení plísn v prostedí. Rozrstají se 
dlouhými hyfami, zvanýmy stolony. Z rhizoid vyrstají plodnová vlákna, 
zvaná sporangiofory o velikosti asi 1,5 – 3 mm. Sporangiofory jsou nahoe 
miskovit rozšíeny v tzv. apofýzu (z ec. apopheó = vyrstám), na které vyrstá 
kolumela. Kolem ní se tvoí tzv. sporangium (Tvrdo, 1978). Sporangia jsou 
vícemén kulovitá 150 - 350 m, zpoátku bílá, pozdji erná. Jsou naplnna 
sporangiosporami kulatého i vejitého tvaru o velikosti 7 – 15 m. 
Zygosporangia erná, se dvma nestejnými suspenzory [4]. 
Fyziologické vlastnosti: 
- rozmnožuje se asexuáln sporangiosporami, sexuáln zygosporangii. 
Neprodukuje mykotoxiny [4]. 
Hlavní diagnostické znaky a teplotní nároky: 
- velmi rychlý rst pomocí stolon, robustní vlákna, sporangiofory s rhizoidy [4]. 
Sporangia jsou dobe rozlišitelná od šedivého mycelia (Tvrdo, 1978). 
Optimální teplota rstu 25 - 26 ºC. Minimální teplota pro rst kolem 5 ºC             
a maximální teplota 32 - 33 ºC [4]. 
Výskyt a význam: 
- kosmopolitní plíse, vyskytující se v pd i vzduchu. astý je na potravinách      
a krmivech, zpsobuje hnilobu ovoce [4]. Používá se pro prmyslovou produkci 
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fumarové kyseliny a pi specifických oxidacích steroidních slouenin pi výrob 
nkterých lék (Šilhánková, 2002). 
2.8.2.4. Cladosporium herbarum 
 
Taxonomické zaazení (Kalina, Váa, 2005) 
Nadíše: Eukaryota 

íše: Fungi 
Oddlení: Ascomycota 
Pododdlení: Pezizimycotina 
Tída: Dothideomycetes 

ád: Dothideales 
ele: Mycosphaerellaceae 
Rod: Cladosporium 
Druh: Cladosporium herbarum (anamorfa)17 
 
Obrázek 10: Cladosporium herbarum 
 
 
 (Zdroj: Mini atlas mikroorganism http://www.vscht.cz) 
                                                 
17
 Anamorfa je nepohlavní stadium, jenž se rozmnožuje pomocí asexuálních spór vznikající na základ 
mitotického dlení. Sexuální stadium pedstavuje telemorfa, kde vzniku pohlavních spór pedchází 
meióza (Malí, Ostrý a kolektiv, 2003). 
  
44
Morfologické vlastnosti: 
- kolonie pomalu rostou. Bývají sametové nebo plstnaté, tmav olivov zelené [4]. 
Mnohobunné mycelium (hyfy jsou rozdleny pepážkami tzv. septy) (Tvrdo, 
1978). Konidiofory jsou ídce vtvené a tmav pigmentované. 
etízky konídií 
vyrstají z koncových bunk konidiofor, mají elipsovitý až válcovitý tvar [4]. 
Fyziologické vlastnosti: 
- rozmnožuje se asexuáln konidiemi nebo sexuáln askosporami [4]. Má 
proteolytické a lipolytické vlastnosti. Dovede rozkládat celulózu a pektiny 
(Tvrdo, 1978).  
Hlavní diagnostické znaky a teplotní nároky: 
- na tuhých živných pdách nejprve tvoí jasné, pozdji olivov zelené až hndé 
mycelium (Tvrdo, 1978). Spodní strana kolonií je ernozelená až erná. 
Bradavité konidie. Optimální teplota rstu 18 - 28 ºC, minimum - 6 ºC, 
maximum 32 ºC [4]. 
Výskyt a význam: 
- vyskytuje se velmi hojn na celém svt na substrátech rostlinného i živoišného 
pvodu. Konidie se vyskytují ve velkém množství v ovzduší zejména v lét a na 
podzim. Produkce žádných významných mykotoxin není známa [4]. 
2.8.2.5. Penicillium chrysogenum 
Taxonomické zaazení (Kalina, Váa, 2005) 
Nadíše: Eukaryota 

íše: Fungi 
Oddlení: Ascomycota 
Poddodlení: Pezizomycotina 
Tída: Eurotiomycetes 
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ád: Eurotiales 
Rod: Penicillium 
Druh: Penicillium chrysogenum   
 Syn. Penicillium notatum 
Obrázek 11: Penicillium chrysogenum 
 
 (Zdroj: Mini atlas mikroorganism http://www.vscht.cz) 
 
Morfologické vlastnosti: 
- kolonie pomrn rychle rostou, jsou obvykle sametové s paprsitými rýhami, 
bílým až nažloutlým myceliálním okrajem s modrozelen až žlutozelen 
zbarvenou sporulující ástí a žlutými kapkami exudátu. Spodní strana kolonií je 
svtle béžová až žlutohndá. Konidiofory jsou šttcovit vtvené. Konidie 
vyrstají z fialid v etízcích, jsou elipsovité až tém kulovité o velikosti          
2,5 - 4 m [4]. 
Fyziologické vlastnosti: 
- rozmnožuje se nepohlavn konidiemi. 
Hlavní diagnostické znaky a teplotní nároky: 
- pomrn rychlý rst, modrozelené až žlutozelené kolonie s nápadným žlutým 
exudátem a žlutým pigmentem v agaru. Konidiofory nepravideln vtvené. Optimální 
teplota rstu 23 ºC, minimum 4 ºC, maximum 37 ºC [4]. 
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Výskyt a význam: 
- jedna z nejrozšíenjších plísní teplého a mírného pásu, kontaminující nejen potraviny 
rostlinného i živoišného pvodu, ale i životní a pracovní prostedí lovka (Malí, 
Ostrý a kolektiv, 2003). Schopna produkce antibiotika penicilinu [4]. 
2.8.3. Escherichia coli 
Escherichia coli z rodu Escherichia jsou gramnegativní, fakultativn anaerobní, 
chemoorganotrofní, nesporulující tyinky. Vyskytují se jednotliv nebo po dvou. 
Velikost buky bývá od 2 - 6 x 1,1 - 1,5 m. Optimální kultivaní teplota je 37 ºC  [4]. 
Escherichia coli patí k nejprozkoumanjším mikrobiálním druhm, nebo slouží jako 
modelový organismus pro biochemické, genetické i fyziologické studie (Šilhánková, 
2002). 
Escherichia coli je souástí stevní mikroflóry lovka a také teplokrevných zvíat 
(Šilhánková, 2002). Dostává se tam v prvních nkolika dnech po narození (Greenwood 
a kolektiv, 1999). Je komenzálem, ásten saprofytem a také symbiontem, nebo svým 
psobení jednak znemožuje prnik patogen (produkuje tzv. koliciny, které jsou pro 
nkteré jiné bakterie toxické), jednak je makroorganismu prospšná i pímo – podílí se 
na tvorb nkterých vitamin, pedevším vitaminu K. Jde ale také o podmínn  
patogenní  bakterii,  která mže zpsobovat i chorobné stavy. Ve stev je to možné jen 
tehdy, když je kmen vybaven specifickými faktory virulence; mimo stevo je 
Escherichia coli tém vždy patogenní (Votava [b], 2003).  
Patogenní kmeny Escherichia coli mohou vyvolávat dva typy onemocnní. První 
skupina onemocnní zahrnuje extraintestinální infekce moových cest, septická 
onemocnní, infekce ran a hnisavé procesy. Druhou skupinu charakterizují infekce 
v intestinálním traktu provázené prjmy. Zdrojem infekce bývá kontaminovaná potrava 
a voda (Greenwood a kolektiv, 1999). 
Kmeny, zpsobující enteritidy se zaazují dle rzných patogenetických 
mechanism do ty skupin: 
- enteropatogenní Escherichia coli (EPEC) – vyvolávají prjmy u novorozenc    
a kojenc (Votava [a], 2003). Patogenetickým mechanismem je tsná vazba 
bakterií s enterocyty steva, ímž dochází k rozpouštní mikroklk (mikrovili). 
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Koneným dsledkem je potom poškození epiteliálního povrchu stev (Klaban, 
1999). Pvodci bývají serotypy 06, 08, 025, 0111, 0119 a 0142 (Votava [a], 
2003),  
- enterotoxigenní Escherichia coli (ETEC) - kmeny produkují termostabilní          
i termolabilní enterotoxiny (Votava [a], 2003). Vyvolávají prjmovitá 
onemocnní hlavn v subtropických a tropických oblastech tzv. cestovatelské 
prjmy (Greenwood a kolektiv, 1999). Náleží sem hlavn serotypy 06, 015, 
0124, 0136, 0143, 0145 a jiné (Votava [a], 2003), 
- enteroinvazivní Escherichia coli (EIEC) – kmeny dovedou pronikat do stevních 
epiteliálních bunk a vyvolat zde zántlivou reakci jako shigelly. Typické 
serotypy 028, O112, 0115, 0124, 0136, 0143 a nkolik dalších (Votava [a], 
2003), 
- Escherichia coli produkující vero-cytotoxin nebo-li shiga toxin produkující 
Escherichia coli (VTEC) - serologické skupiny O157 je nejastjší serotyp. 
Zpsobuje hemorrhagickou kolitidu a hemolytický uremický syndrom 
(Greenwood a kolektiv, 1999).  
V dsledku osídlení stevního traktu Escherichia coli, se vyskytují tyto 
mikroorganismy i ve výkalech. Jejich pítomnost ve vodách a potravinách je ukazatelem 
mikrobiálního zneištní fekáliemi (Šilhánková, 2002). Escherichia coli  se tak adí 
mezi významné indikátory fekálního zneištní (Langhammer, 2006). 
Zdroje zneištní vod jsou zejména splaškové komunální odpady, odpady ze 
živoišné výroby a velké sídelní aglomerace (Langhammer, 2006). 
2.9. Právní pedpisy zabývající se hodnocením 
rostlinných aj 
2.9.1. eský lékopis 
Rostlinné drogy, jenž mohou být použity k výrob bylinného aje, musí 
vyhovovat požadavkm jednotlivých píslušných lánk drog uvedených v eském 
lékopise, nebo v pípad, že lánky nejsou vypracovány, vyhovují požadavkm lánku 
Plantae medicinales (Rostlinné drogy). 
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„Rostlinné drogy jsou vtšinou celé nebo ezané rostliny, ásti rostlin, asy, houby 
a lišejníky v nezpracovaném stavu, obvykle usušené, nkdy erstvé. Mezi rostlinné 
drogy se adí také rostlinné exudáty, které nejsou specificky zpracovávány. Rostlinné 
drogy jsou jednoznan definovány botanickým vdeckým názvem podle 
binominálního systému (rod, druh, odrda a jméno autora).“ 
V lánku eského lékopisu Plantae medicinales ad potionem aqousam (Rostlinné 
drogy urené k píprav aj) jsou definovány aje následovn: „aje se skládají 
výhradn z jedné nebo více rostlinných drog urených k píprav perorálních vodných 
pípravk, jako jsou odvary, nálevy nebo maceráty. Pipravují se v as poteby. 
Obvykle jsou distribuovány ve form balení ve velkém nebo v sácích.“  
U každého aje se provádí zkoušky totožnosti a zkoušky na istotu, u aj 
v sácích ješt hmotnostní stejnomrnost. 
Zkoušky totožnosti - totožnost rostlinných drog v ajích se uruje botanickým 
hodnocením.  
Zkoušky na istotu - stanovení podílu jednotlivých rostlinných drog v ajové 
smsi se provádí vhodnými metodami.  
Mikrobiologické hodnocení léivých aj je obsaženo v oddíle 2 „Zkušební 
metody“, kapitole 2.6 „Biologické zkoušky“, podkapitole 2.6.12 „Mikrobiologické 
zkoušení nesterilních výrobk (celkový poet mikroorganism)“ a v podkapitole 2.6.13 
„Mikrobiologické zkoušení nesterilních výrobk (zkoušky na specifické 
mikroorganismy)“. 
V oddíle 5 – „Obecné texty“, kapitole 5.1 „Obecné texty ke sterilit“, podkapitole 
5.1.4 (kategorie 4) „Mikrobiologická jakost aj“, jsou uvedeny pípustné hodnoty pro 
celkový poet živých aerobních mikroorganism a maximální pípustné hodnoty pro 
Escherichia coli.   
2.9.2. Zákony a vyhlášky 
Pravidla pro uvádní aje do obhu v R stanoví zákon . 110/1997 Sb.,               
v platném znní, pravidla pro obecné oznaování potravin obsahuje vyhláška . 24/2001 
Sb. a podrobnjší pravidla pro aj jsou uvedena ve vyhlášce . 330/1997, která byla 
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novelizovaná v roce 2000 vyhláškou . 91/2000 Sb. Vyhláška definuje pojmy jako je 
aj, erný aj, zelený aj, polofermentovaný aj, ajový extrakt, instantní aj, ovonný 
aj, ochucený aj, aromatizovaný aj, bylinný aj a ovocný aj:  
- ovonný aj je aj, který absorboval požadované vn a pachy; ochucený aj je 
sms aje pravého s jinými vyhláškou povolenými rostlinami, jejichž obsah 
nepedstavuje 50 % hmotnosti;  
- aromatizovaný aj je aj, který obsahuje látky urené k aromatizaci; 
- bylinný aj je aj vyrobený z ástí bylin povolených vyhláškou nebo jejich 
smsí nebo smsi bylin s pravým ajem, nebo smsí bylin s ovocem. Obsah 
bylin musí být minimáln 50 %;  
- ovocný aj je aj vyrobený ze sušeného ovoce a ástí rostlin povolených 
vyhláškou. Podíl ovoce musí být vyšší než 50 % celkové hmotnosti. 
Vyhláška dlí aj do druh, skupin a podskupin a stanovuje podrobnjší                
a konkrétnjší pravidla pro oznaování aje. Musí být oznaeno, zda se jedná o aj 
erný, zelený, polofermentovaný, bylinný i ovocný. V pípad, že je aj 
aromatizovaný, musí být tato skutenost uvedena na obale. 
Na obale ovocných a bylinných aj a výrobk z nich vyrobených musí být 
upozornní na obsah kofeinu, pokud tyto výrobky kofein obsahují.  
Pokud je v aji použita tezalka, pohanka a ímský kmín musí být na obale 
upozornní, že u citlivých osob je možná fotosenzibilizace.  
V píloze . 2. vyhlášky jsou uvedeny rostliny a jejich ásti, které lze použít          
k výrob ovocných a bylinných aj neomezen (nap. artyok, borvka, ajovník, 
dobromysl, fenykl, hemánek, hluchavka, ibišek, jahoda, lípa, máta, mateídouška, 
rooibos, rže, šípek, rybíz atd.), které do výše 30 % hmotnosti (nap. bíza, chmel, 
citron, erný bez, kopiva, ves atd.) a které do výše 5 % hmotnosti (andlika, bazalka, 
brusinka, cola, celer, hoec, chrpa, kurkuma, lopuch, olivovník atd.).  
Vyhláška uvádí i pípustné záporné hmotnostní odchylky a smyslové, fyzikální    
a chemické požadavky na jakost aje. aj pravý, bylinný, ovocný i výrobky z aje         
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v balení do 50 g se mohou odchýlit od hmotnosti uvedené na obale o 5 %, aje                
a výrobky z aje v balení do 100 g se mohou lišit o 3 % od uvedené hmotnosti, výrobky 
v balení do 250 g pouze o 2 % a výrobky nad 250 g o 1 %. Množství vtší, než je 
deklarované, není považováno za závadu.  
Samozejm se musí na obale pro spotebitele uvést údaje spolené pro všechny 
potraviny – datum minimální trvanlivosti, identifikace výrobce i dovozce, údaje           
o složení a množství výrobku a informace o pípadném nepíznivém vlivu na zdraví 
lovka. Všechny údaje musí být uvedeny v eském jazyce [15]. 
Vyhláška . 132/2004 Sb., o mikrobiologických požadavcích na potraviny, 
zpsobu jejich kontroly a hodnocení byla zrušena vyhláškou . 467/2006 Sb. ze dne 
20. záí 2006 (dsledek platnosti hygienického balíku od 1.1.2006, naízení (ES)               
. 2073/2005) [16]. Stejn tak i vyhláška . 53/2002 Sb., kterou se stanoví chemické 
požadavky na zdravotní nezávadnost jednotlivých druh potravin a potravinových 
surovin, podmínky použití látek pídatných, pomocných a potravních doplk, byla 
rovnž zrušena.  
Vzhledem k tomu, že v souasné dob neexistuje právní pedpis pro 
mikrobiologické zhodnocení aj a stanovení obsahu dusinan v ajích, nahrazující 
zrušené vyhlášky, zkušební laboratoe se i nadále ídí vyhláškou . 132/2004 Sb.           
a 53/2002 Sb.  
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3. EXPERIMENTÁLNÍ ÁST 
    V experimentální ásti jsme se zamili na hodnocení mikrobiální nezávadnosti         
a stanovení obsahu dusinan v léivých ajích. Stanovení byla provádna dle 
píslušných mezinárodních norem.  
3.1.  Hodnocení mikrobiální nezávadnosti  léivých aj 
    V léivých ajích jsme se zamili na stanovení kvasinek, plísní a bakterie 
Escherichia coli. Postupovali jsme dle píslušných norem SN ISO 7954 - Stanovení 
potu kvasinek a plísní a SN ISO 16649-2 -  Stanovení potu Escherichia coli.18 
3.1.1.  Stanovení potu kvasinek a plísní 
Tato norma uruje všeobecné pokyny pro stanovení potu životaschopných 
kvasinek a plísní  ve výrobcích urených pro lidskou výživu nebo ke krmení zvíat; jsou 
založeny na technice poítání kolonií vykultivovaných pi 25 °C. 
Kvasinky a plísn: mikroorganismy, které pi aplikaci metody popsané touto 
mezinárodní normou tvoí kolonie na selektivní pd pi 25 °C. 
Normativní odkazy: 
ISO 6887 Mikrobiologie. Všeobecné pokyny pro pípravu ední pi 
mikrobiologickém zkoušení. 
ISO 7218 Mikrobiologie. Všeobecné instrukce pro mikrobiologické zkoušení. 
3.1.1.1. Materiál 
3.1.1.1.1. Bylinné aje 
Ke stanovení jsme použili jednodruhové sypané bylinné aje firmy: Leros, 
Megafyt, Fytopharma, Natura-Grešík a Herbex zakoupené v lékárn a rozvažované aje 
zakoupené v prodejn léivých rostlin. 
                                                 
18
 SN ISO 7954 Všeobecné pokyny pro stanovení potu kvasinek a plísní. Technika poítání kolonií 
vykultivovaných pi 25 ºC. SN ISO 16649-2 Mikrobiologie potravin a krmin – Horizontální metoda 
stanovení potu -glukuronidázopozitivních Escherichia coli – ást 2: Technika poítání kolonií 
vykultivovaných pi 44 ºC s použitím 5-bromo-4-chloro-3-indolyl- -D-glukuronidu. 
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3.1.1.1.2. Roztoky, inidla, media  

edící roztok: Fyziologický roztok s peptonem 
Tab.  2: Složení fyziologického roztoku s peptonem 
 
Enzymaticky natrávená živoišná tká  1,0 g 
Chlorid sodný (NaCl) 8,0 g 
Destilovaná voda 1000 ml 
Pepton LP 0037 (Oxoid, England), .š. 438683, exp. 02/2011 
- sms protein o rzné molekulární váze vzniklých natrávením protein 
z vybraných druh zvíat pomocí pankreatinu a papainu. 
Tab.  3: Typické složení (% w/w) Peptonu LP 0037 
 
Celkový dusík 14,0 
Aminodusík   2,6 
Chlorid sodný   1,6 
  
pH 1% roztoku pi teplot 25 °C je 6,3 
 
Chlorid sodný (NaCl) p.a. (Lach-Ner s.r.o., R), . š. 313001006, exp. 04/2011 
Mr = 58,44 g/mol 
Obsah v sušin 99,5 %, vlhkost 0,5 % 
 
Destilovaná voda. 
Kultivaní pda: 
Agarová pda s kvasniným extraktem, glukózou a chloramfenikolem. 
Tab.  4: Složení kultivaní pdy pro stanovení kvasinek a plísní 
 
Složka  Množství 
Kvasniný extrakt 5,0 g 
Glukóza 20,0 g 
Chloramfenikol 0,1 g 
Agar 12,0 g 
Destilovaná voda 1000 ml 
Kompletní dehydratovaná pda Bio-Rad 64104, . š. 620112, exp. 09/2011. 
Ethanolum 96% 
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Procura - dezinfekní sprej na povrchy (Argo-Chem, R) . š. 2009051, exp. 09/2008 
35 % isopropanol, 25 % n-propanol, 0,05 % alkylbenzyldimethylammonium 
chlorid, 0,1 % glutardialdehyd 
3.1.1.1.3. Sterilní pomcky a pístroje 
 
- sterilní jednorázové dlené pipety 1 ml s dlením po 0,1 ml 
- pipetovací nástavec 
- sterilní sklenné odmrné válce 100 ml, 1000 ml 
- sterilní sklenné tyinky 
- sterilní sklenné kádinky 250, 800, 2000 ml 
- sterilní NTS láhve 500 ml 
- sterilní Petriho misky o prmru 90 mm 
- sterilní polypropylenové sáky 
- gázové píezy 
- kovové sterilní nžky 
- kovové sterilní lžiky 
- kovové sterilní pinzety 
- lihový fix 
- váhy s pesností ± 0,01 g (Kern 440 - 44) 
- pH metr s kompenzací vlivu teploty s pesností mení ± 0,1 jednotky pH pi 
25 ºC 
- autokláv (Chirana Aut 26/III) 
- pístroj ke sterilizaci horkým vzduchem (HS sterilizátor 122A) 
- inkubátor (Biological termostat BT/120) 
- vodní láze s teplotou udržovanou v rozmezí (45 ±1) ºC 
- optický mikroskop (Jenamed Carl Weiss, MR 8528)  
- zaízení na poítání kolonii 
- elektrický vai 
 
3.1.1.2. Pracovní postup 
3.1.1.2.1. Píprava edícího roztoku 
Na vahách s pesností  ± 0,01 g jsme navážili 1,00 g peptonu a 8,00 g chloridu 
sodného. Ob složky jsme rozpustili za mírného zahátí v 1000 ml destilované vody. 
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Následn jsme zkontrolovali pH roztoku, pomocí pH metru s pesností ± 0,1 jednotky 
pi 25ºC. Hodnota pH inila 7,2 jednotky pi 25 ºC. 
edící roztok jsme rozplnili do NTS 
lahví o objemu 500 ml. Zazátkované nádoby jsme sterilizovali v autoklávu pi teplot 
121 ºC po dobu 15 min.  
3.1.1.2.2. Píprava kultivaní pdy 
Na vahách s pesností ± 0,01 g jsme navážili 41,10 g kompletní dehydratované 
pdy Bio-Rad 64104 a následn jsme k ní pidali 1000 ml destilované vody. Suspenzi 
jsme za stálého míchání, rozpustili za tepla. Zmili jsme pH pomocí pH metru 
s pesností ± 0,1 jednotky. Hodnota pH inila 6,6 jednotky pi teplot 25 ºC. Pdu jsme 
rozplnili do NTS lahví o objemu 500 ml, zazátkovali a sterilizovali v autoklávu pi 
121 ºC po dobu 15 min. Bezprostedn poté jsme pdu ochladili na vodní lázni 
s teplotou udržovanou pi teplot (45 ± 1) °C. 
3.1.1.2.3. Píprava vzorku 
Do sterilních polypropylénových sák jsme pomocí sterilní  pinzety a lžiky, na 
vahách s pesností ± 0,01 g, odvážili 10,00 g vzorku z bylinných aj. Následn jsme ke 
každému vzorku pidali 90,0 ml edícího roztoku o teplot shodné s okolní teplotou 
v laboratoi. Takto pipravené vzorky jsme nechali jednu hodinu vyluhovat pi 
laboratorní teplot. 
3.1.1.2.4.  Inokulace, inkubace 
Užili jsme dv sterilní Petriho misky pro každý vzorek. Do každé z nich jsme 
jednorázovou sterilní pipetou penesli po 1 ml výchozí suspenze. Inokulum v každé 
z Petriho misek jsme pelili 15 ml agarové pdy s kvasniným extraktem, glukózou       
a chloramfenikolem. Pdu jsme ped použitím vytemperovali ve vodní lázni pi         
(45 ± 1) ºC. Inokulum jsme v Petriho misce s pdou peliv promíchali a sms jsme 
nechali ztuhnout na chladné vodorovné ploše. Sterilitu pdy jsme ovili kontrolní 
plotnou, která obsahovala asi 15 ml pdy. Po ztuhnutí ploten jsme Petriho misky obrátili 
dnem vzhru a umístili je do inkubátoru s teplotou udržovanou na (25 ± 1) °C. Po pti 
dnech inkubace jsme spoítali vyrostlé kolonie na plotnách, kde vyrostlo mén než 150 
kolonií. V našem pípad jsme mohli odeíst všechny plotny. Následn jsem provedli 
morfologické zhodnocení. 
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3.1.2. Stanovení Escherichia coli 
Poet Escherichia  coli jsme stanovovali dle SN ISO 16649-2. 
Pedmtem normy je specifikace horizontální metody stanovení potu 
-glukuronidázopozitivních Escherichia coli ve výrobcích urených k lidské výživ      
a ke krmení zvíat. Využívá techniku poítání kolonií vykultivovaných pi 44 °C na 
pevné pd obsahující chromogenní substrát pro prkaz enzymu -glukuronidázy. 
-glukuronidázopozitivní Escherichia coli pi zkoušení provedeném touto 
metodou jsou bakterie, které na agaru s tryptonem, žluovými solemi a glukuronidem 
(agar TBX) vytváejí po inkubaci pi teplot 44 ºC typické modré kolonie. 
  Normativní odkazy: 
ISO 6887 Mikrobiologie. Všeobecné pokyny pro pípravu ední pi 
mikrobiologickém zkoušení. 
ISO 7218 Mikrobiologie. Všeobecné instrukce pro mikrobiologické zkoušení. 
3.1.2.1. Materiál 
3.1.2.1.1. Bylinné aje 
Ke stanovení jsme použili jednodruhové sypané bylinné aje firmy: Leros, 
Megafyt, Fytopharma, Natura-Grešík a Herbex zakoupené v lékárn a rozvažované aje 
zakoupené v prodejn léivých rostlin. 
3.1.2.1.2. Roztoky, inidla, media 

edící roztok: Fyziologický roztok s peptonem 
Tab.  5: Složení fyziologického roztoku s peptonem 
 
Enzymaticky natrávená živoišná tká 1,0 g 
Chlorid sodný (NaCl) 8,0 g 
Destilovaná voda 1000 ml 
 
Pepton LP 0037 (Oxoid, England), . š. 438683, exp. 02/2011 
- sms protein o rzné molekulární váze vzniklých natrávením protein 
z vybraných druh zvíat pomocí pankreatinu a papainu. 
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Tab.  6: Typické složení (% w/w) Peptonu LP 0037 
 
Celkový dusík 14,0 
Aminodusík 2,6 
Chlorid sodný 1,6 
  
pH 1% roztoku pi teplot 25 °C je 6,3 
Chlorid sodný (NaCl) p.a.  (Lach-Ner s.r.o., R), . š. 313001006, exp. 04/2011 
Mr = 58,44 g/mol 
Obsah v sušin 99,5 %, vlhkost 0,5 % 
Destilovaná voda.  
Kultivaní pda: Agar s tryptonem, žluovými solemi a glukuronidem (agar TBX) 
 
Tab.  7: Složení kultivaní pdy pro stanovení Escherichia coli 
 
Složení Množství 
Enzymaticky natrávený kasein 20,0 g 
Žluové soli .3 1,5 g 
BCIG19 0,075 g 
Agar 9,0 g 
Destilovaní voda 1000 ml 
 
Kompletní dehydratovaná pda: Bio-Rad 3564035, . š. 5D0016, exp. 04/2010, pH 7,2. 
Procura - dezinfekní roztok na povrchy (Argo - Chem) . š. 2009051, exp. 09/2008 
               35 % isopropanol, 23 % n-propanol, 0,05 % alkylbenzyldimethylammonium   
               chlorid, 0,1 % glutardialdehyd 
Ethanolum 96% 
3.1.2.1.3. Sterilní pomcky a pístroje 
 
- jednorázové pipety 1 ml s dlením po 0,1 ml 
- sklenné odmrné válce 100 ml, 1000 ml 
- sklenné tyinky 
- sklenné kádinky 250 ml, 800 ml, 2000 ml 
- NTS lahve 500 ml 
- Petriho misky o prmru 90 mm       
- sterilní polypropylenové sáky 
                                                 
19
 kyselina 5-bromo-3-indolyl--D-glukuronová 
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- gázové píezy 
- kovové sterilní nžky 
- kovové sterilní lžiky 
- kovové sterilní pinzety 
- lihový fix 
- váhy s pesností ± 0,01 g (Kern 440 - 44) 
- pH metr s kompenzací vlivu teploty s pesností mení ± 0,1 jednotky pH pi 
25 ºC 
- autokláv (Chirana Aut 26/III) 
- pístroj ke sterilizaci horkým vzduchem (HS sterilizátor 122A) 
- inkubátor (Biological termostat BT/120) 
- vodní láze s teplotou udržovanou v rozmezí 44 ºC až 47 ºC 
- optický mikroskop (Jenamed Carl Weiss, MR 8528)  
- zaízení na poítání kolonií 
- elektrický vai 
       
3.1.2.2. Pracovní postup 
     
3.1.2.2.1. Píprava edícího roztoku 
Na vahách s pesností  ± 0,01 g jsme navážili 1,00 g peptonu a 8,00 g chloridu 
sodného. Ob složky jsme rozpustili za mírného zahátí v 1000 ml destilované vody. 
Následn jsme zkontrolovali pH roztoku, pomocí pH metru s pesností ± 0,1 jednotky 
pi 25ºC. Hodnota pH inila 7,2 pi 25 ºC. 
edící roztok jsme rozplnili do NTS lahví     
o objemu 500 ml. Zazátkované nádoby jsme sterilizovali v autoklávu pi teplot 121 ºC 
po dobu 15 min.  
3.1.2.2.2. Píprava kultivaní pdy 
Na vahách s pesností ± 0,01 g jsme navážili 33,60 g kompletní dehydratované 
pdy Bio-Rad 3364035 a následn jsme k ní pidali 1000 ml destilované vody. Suspenzi 
jsme za stálého míchání, rozpustili za tepla. Zmili jsme pH pomocí pH metru 
s pesností ± 0,1 jednotky. Hodnota pH inila 7,2 pi teplot 25 ºC. Pdu jsme rozplnili 
do NTS lahví o objemu 500 ml, zazátkovali a sterilizovali v autoklávu pi 121 ºC po 
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dobu 15 min. Bezprostedn poté jsme pdu ochladili na vodní lázni s teplotou 
udržovanou pi teplot 44 ºC až 47 ºC. 
3.1.2.2.3. Píprava vzorku 
Do sterilních polypropylénových sák jsme pomocí sterilní  pinzety a lžiky, na 
vahách s pesností ± 0,01 g, odvážili 10,00 g vzorku z bylinných aj. Následn jsme ke 
každému vzorku pidali 90,0 ml edícího roztoku o teplot shodné s okolní teplotou       
v laboratoi. Takto pipravené vzorky jsme nechali jednu hodinu vyluhovat pi 
laboratorní teplot. 
3.1.2.2.4. Inokulace, inkubace 
Sterilními jednorázovými pipetami jsem penesli 1 ml výchozí suspenze do 
sterilních Petriho misek. Z každého vzorku jsme naokovali soubžn dv Petriho 
misky. Inokulum v každé Petriho misce jsme zalili 15 ml agaru TBX, pedem 
ochlazeného na teplotu v rozmezí 44 ºC až 47 ºC  ve vodní lázni. Inokulum jsme 
s pdou promíchali a sms v Petriho miskách jsme ponechali utuhnout na chladné 
vodorovné ploše. 
Naokované plotny orientované dnem vzhru jsme umístili do inkubátoru 
s teplotou udržovanou na (44 ± 1) °C a inkubovali je po dobu 24 h. Po skonení doby 
inkubace jsme spoítali typické kolonie -glukuronidázopozitivních Escherichia coli. 
3.2. Stanovení obsahu dusinan v léivých ajích 
 Stanovení dusinan v ajových smsích jsme mili pomocí metodou kapalinové 
chromatografie. 
3.2.1. Materiál 
3.2.1.1. Bylinné aje 
Ke stanovení jsme použili jednodruhové sypané bylinné aje firmy: Leros, 
Megafyt, Fytopharma, Natura-Grešík a Herbex zakoupené v lékárn a rozvažované aje 
zakoupené v prodejn léivých rostlin. 
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3.2.1.2. Pomcky 
 
- Erlenmayerova baka 100, 250, 500 ml 
- Filtraní papír Filtrak 389 
- Filtraní kruh 
- Kádinka 800 ml 
- Kovový stojan 
- Kovový držák 
- Kovová lžika 
- Nálevka sklenná silnostnná 
- Nástavec na pipetu 
- Odmrná baka 100 ml - tídy A 
- Pipeta dlená 5,0; 10,0 ml - tídy A 
- Pipeta nedlná - 10,0 ml - tídy A 
- Pinzeta 
- Vialka 2,0 ml 
- Septa PTFE 
- Šroubovací uzávr k vialce 
- Zásobník pro vialky 
- Stopky 
3.2.1.3. Pístroje a zaízení 
Pedvážky OWALABOR 
Analytické váhy OHAUS ANALYTICAL PLUS AP 250 D 
Vodní láze 
 
Kapalinový chromatograf   HP 1050 
- vysokotlaké erpadlo HP 1050 
- automatický dávkova HP 1100 
- UV detektor HP 1050 
- analytická kolona HEMA BIO 1000 Q 10 µm, CGC 3 x 150 mm 
- pedkolona HEMA BIO 1000 Q 10 µm, CGC 3 x 30 mm 
- software ChemStation – ízení, sbr a vyhodnocování dat 
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3.2.1.4. Chemikálie 
Destilovaná voda 
Dusinan sodný, p. a. 
Chloristan sodný, p. a. 
Kyselina fosforená, p. a. 
 
Roztoky: 
 
Standardní roztok dusinanu sodného 200 mg/l 
- 20 mg vysušeného dusinanu sodného p. a. (105 °C) se pevede do 100 ml 
odmrné baky a doplní se destilovanou vodou po rysku. 
 
Standardní  roztok dusinanu sodného 20 mg/l 
- 10 ml standardního roztoku dusinanu sodného (200 mg/l) se pevede do 100 ml 
odmrné baky a doplní po rysku mobilní fází 
Mobilní fáze 
- vodný roztok chloristanu sodného, c (NaClO4) = 0,015 mol/l, pH = 4,0 
1,8366 g (NaClO4) se rozpustí v destilované vod do objemu 1 l a upraví se pH na 
4,0 kyselinou fosforenou. 
3.2.2. Pedmt a vymezení psobnosti 
 
Obsah dusinan ve vzorku se stanoví metodou kapalinové chromatografie (HPLC) 
s detekcí v UV oblasti spektra. 
 
Mez detekce:                           0,9 mg/l 
Mez stanovitelnosti:                1,5 mg/l 
 
Šíe intervalu spolehlivosti pro dusinany na koncentraní úrovni 20 mg/l je ± 0,24 
mg/l. 
3.2.3. Princip metody stanovení obsahu dusinan 
Stanoví se obsah dusinanových iont, které pejdou v prbhu varu 
s destilovanou vodou, v asovém rozmezí 15 min, do roztoku.  
Metoda HPLC pi použití režimu s obrácenými fázemi (RP). 
Kvalitativní urení je provedeno z retenních dat, kvantitativní stanovení z ploch 
(výšek) pík vzorku a standardu. 
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Všechny operace pi manipulaci se vzorkem musí provádny takovým zpsobem, 
aby pi nich nedošlo ke kontaminaci z okolního prostedí. 
3.2.4. Pracovní postup  
Stanovení obsahu dusinan jsme si rozdlili na dv ásti: 
- v prvním ásti mení jsme zjišovali, jaké množství dusinan v mg pijímá 
uživatel v šálku aje, 
- v druhé ásti mení jsme analyzovali obsah dusinan v mg/kg bylinného aje. 
Pracovní postup A) 
1. Do Erlenmayerovy baky jsem navážili po ajové lžice bylinného aje, od 
každého vzorku dv navážky. Druhá navážka sloužila jako kontrola. 
2. Do kontrolních vzork jsme pidali 10,0 ml standardního roztoku dusinanu 200 
mg/l. 
3. K vzorkm jsme pidali 250 ml vroucí destilované vody a umístili do vodní 
lázn na 15 min.  
4. Vzorky jsme ihned zfiltrovali pes filtraní papír do pipravené nádoby. 
5. Pi každé sérii vzork jsme zpracovali slepý pokus. 
6. Pipravené vzorky jsme pevedli do vialek. 
7. Zásobník s naplnnými a uzavenými vialkami jsme vložili do pístroje na 
HPLC. 
8. Z výsledk jsme vypoítali obsah dusinanového aniontu ve vzorku.    
 
Pracovní postup B) 
1. Zpoátku experimentální práce jsme zvolili hmotnost analyzovaných vzork 
2,0000 a 2,5000 g. Po analýze tchto vzork jsme se zjistili, že toto množství je 
zbyten velké, a proto jsme se rozhodli snížit množství vzorku na 1,000 g. Do 
Erlenmayerovy baky jsme tedy navážili po 1,000 g bylinného aje. Od každého 
vzorku dv navážky. Druhá navážka sloužila jako kontrola. 
2. Do kontrolních vzork jsme pidali v pípad list a naí pi navážce 1,0000 g 
5,0 ml a v pípad kvt a semen pi stejné navážce 2,5 ml standardního roztoku 
dusinanu 200 mg/l. 
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3. K vzorkm tvoených listy a natmi jsme pilili 100 ml  vroucí destilované vody. 
Ke kvtm a semenm jsme pidali 50 ml vroucí destilované vody a opt 
umístili na vodní láze na 15 min. 
4. Vzorky jsme ihned pefiltrovali pes filtraní papír do pipravené nádoby. 
5. Pi každé sérii vzork jsme zpracovali slepý pokus. 
6. Pipravené vzorky jsme pevedli do vialek. 
7. Zásobník s naplnnými a uzavenými vialkami jsme vložili do pístroje na 
HPLC. 
8. Z výsledk jsme vypoítali obsah dusinanového aniontu ve vzorku. 
 
Analýza: 
Píprava kapalinového chromatografu ped analýzou a práce s ním se ídí 
návodem výrobce. Ped vlastním stanovením musí chromatografická aparatura pracovat 
alespo 60 minut „naprázdno“ pro ustálení podmínek na chromatografické kolon         
a detektoru. 
Podmínky chromatografického stanovení : 
 
- parametry: nástik vzorku  20 µl 
                    erpadlo - izokratický režim 
                                    prtok 0,5ml/min  
                    detektor - vlnová délka 210 nm 
                    integrátor ChemStation - Systém metoda DUSIK. MET 
 
Kalibrace: 
Ke kalibraci jsme použili metody vnjšího standardu. 
Jako vnjší standard se užívá standardní roztok NaNO3 (20 mg/l). Standard je 
promován vždy na zaátku a na konci každé série vzork, pi vtších sériích uprosted 
tak, aby poet analyzovaného standardu dosahoval 10 % potu analyzovaných vzork. 
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4. VÝSLEDKY  
4.1. Stanovení potu kvasinek a plísní 
Ke stanovení potu kvasinek a plísní jsme použili metodu uvedenou v norm SN 
ISO 7954. 
4.1.1. Vyjádení výsledk potu kvasinek a plísní 
Pro výpoet jsme použili plotny obsahující mén než 150 kolonií.  
Poet plísní a kvasinek N pítomných ve zkušebním vzorku jsme vypoítali 
z následujícího vzorce: 
dnV
C
N
⋅⋅
=

, 
kde: 
 
Σ C je souet kolonií ze všech ploten vybraných pro výpoet; 
V  objem inokula v mililitrech okovaného na každou z ploten; 
n poet ploten vybraných k výpotu; 
d je faktor ední, d= 1. 
Výsledek jsme vyjádili jako poet mikroorganism v gramu, a to jako íslo 1,0 
až 9,9 násobené 10 x , kde x je píslušná mocnina 10. 
Limit metody - pokud na plotnách okovaných výchozí suspenzí výrobku tuhé 
konzistence nevyrostly žádné kolonie, uvádli jsme výsledný poet kvasinek a plísní 
v gramu výrobku jako mén než 10. Vzhledem k tomu, že ve zkoumaných vzorcích 
nebyly kvasinky nalezeny, neuvádíme toto zjištní v samostatné tabulce. 
Píklad výpotu: 
 
Megafyt - Lipový aj  
nárst kolonií 1. Petriho miska (1. PM) 5 KTJ (kolonie tvoící jendotku) 
                2. Petriho miska (2. PM)  3 KTJ (kolonie tvoící jendotku) 
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Tab.  8: Stanovení potu plísní v sypaných léivých ajích  
 
Nárst Nárst Vyjádeno 
Poadí Výrobce Druh aje Šarže Druh plísn 
1PM 2PM 
N 
v KTJ/g 
1 Megafyt Lípa - kvt 230012006 Rhizopus niger 5 3 40 4,0*101 
2 Megafyt Jitrocel - list 209 112 005 Rhizopus niger 35 25 300 3,0*102 
3 Megafyt Máta peprná - na 213 062 006 Rhizopus niger 7 9 80 8,0*101 
4 Megafyt Msíek - kvt 201 092 006 Rhizopus niger 14 10 120 1,2*102 
5 Megafyt Senna - list 202 052 006 Rhizopus niger 5 11 80 8,0*101 
6 Megafyt 
epík - na 209 082 006 Aspergillus flavus 2 4 30 3,0*101 
7 Megafyt Šalvj - na 209 062 006 Rhizopus niger 5 3 40 4,0*101 
8 Megafyt Šípek - plod 1092006 Aspergillus niger 2 0 10 1,0*101 
9 Megafyt Hemánek - kvt 221 082 006 Cladosporium herbarum 19 17 180 1,8*102 
10 Megafyt Kopiva - na 209 082 006 Aspergillus niger 7 5 60 6,0*101 
Aspergillus niger 8 4 60 6,0*101 
11 Megafyt Tezalka - na 225 082 006 
Rhizopus niger 4 3 35 3,5*101 
12 Fytopharma Máta peprná - na 15082006 Aspergillus niger 1 3 20 2,0*101 
Aspergillus niger 6 6 60 6,0*101 
13 Fytopharma 
epík - na 8082006 
Penicillium chrysogenum 23 45 340 3,4*102 
Rhizopus niger 10 6 80 8,0*101 
14 Fytopharma Kopiva - na 21072006 
Penicillium chrysogenum 34 30 320 3,2*102 
15 Fytopharma Hemánek - kvt 26062006  0 0 < 10 < 10 
16 Fytopharma Šalvj - na 16082006 Rhizopus niger 3 5 40 4,0*101 
17 Fytopharma Tezalka - na 18042006 Penicillium chrysogenum 26 30 280 2,8*102 
18 Leros Máta peprná - na 15062006 Rhizopus niger 14 12 130 1,2*102 
19 Leros Kopiva - na 22052006 Aspergillus niger 4 8 60 6,0*101 
Aspergillus niger 68 52 600 6,0*102 
20 Leros Šalvj - na 2 170 806 
Rhizopus niger 27 13 200 2,0*102 
Aspergillus niger 48 62 550 5,5*102 
21 Leros Hemánek - kvt 11092006 
Rhizopus niger 16 8 120 1,2*102 
Aspergillus niger 60 52 560 5,6*102 
22 Leros 
epík - na 1092006 
Rhizopus niger 26 18 220 2,2*102 
Aspergillus niger 10 6 80 8,0*101 
23 Leros Tezalka - na 2 220 306 
Penicillium chrysogenum 46 38 420 4,2*102 
Aspergillus niger 58 38 480 4,8*102 
24 Leros Senna - list 3 080 905 
Rhizopus niger 12 8 100 1,0*102 
25 Leros Fenykl - plod 6062005  0 0 < 10 < 10 
26 Leros Šípek - plod 16082006  0 0 < 10 < 10 
27 Leros Ostropestec – plod 19072006  0 0 < 10 < 10 
28 Leros Msíek - kvt 13012006 Rhizopus niger 9 7 80 8,0*101 
29 Leros Lípa - kvt 11082006 Aspergillus niger 40 30 350 3,5*102 
30 Herbex Ostropestec – plod 22510606  0 0 < 10 < 10 
31 Herbex Msíek - kvt 21410506 Rhizopus niger 7 13 100 1,0*102 
32 Natura - Grešík Fenykl - plod 80806 Rhizopus niger 12 18 150 1,5*102 
Aspergillus niger 9 7 80 8,0*101 
33 Natura - Grešík Bez erný - kvt 130106 
Rhizopus niger 0 0 < 10 < 10 
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34 Natura - Grešík Šípek - plod 280206 Aspergillus niger 8 6 70 7,0*101 
35 Natura - Grešík Lipový kvt 51205 Rhizopus niger 9 15 120 1,2*102 
Aspergillus niger 65 55 600 6,0*102 
36 Natura - Grešík Bez erný - kvt 140406 
Rhizopus niger 21 19 200 2,0*102 
Aspergillus niger 6 6 60 6,0*101 
37 Natura - Grešík Fenykl - plod 240406 
Rhizopus niger 11 9 100 1,0*102 
 
PM - Petriho miska 
KTJ - kolonie tvoící jednotku 
 
Tab.  9: Stanovení potu plísní v rozvažovaný léivých ajích 
 
Nárst Nárst Vyjádeno 
Poadí Druh aje Šarže Druh plísn 
1PM 2PM 
N 
v KTJ/g 
1 Máta – na 90905 Aspergillus niger 2 2 20 2,0*101 
Penicillium chrysogenum 9 7 80 8,0*101 
2 Kopiva – na 90905 
Rhizopus niger 7 5 60 6,0*101 
3 
epík – na 120606 Rhizopus niger 10 6 80 8,0*101 
4 Msíek – kvt 230306 Rhizopus niger 25 23 240 2,4*102 
5 Šalvj – na 11105 Rhizopus niger 13 11 120 1,2*102 
6 Hemánek – kvt 230605 Rhizopus niger 1 3 20 2,0*101 
Penicillium chrysogenum 20 28 240 2,4*102 
7 Tezalka – na 10206 
Aspergillus niger 6 2 40 4,0*101 
8 Jitrocel – list 260805 Cladosporium herbarum 7 5 60 6,0*101 
Rhizopus niger 14 26 200 2,0*102 
9 Ostropestec - plod 131005 
Penicillium chrysogenum 10 2 60 6,0*101 
Aspergillus niger 8 4 60 6,0*101 
10 Hemánek - kvt 30306 
Penicillium chrysogenum 11 5 80 8,0*101 
4.2. Stanovení potu Escherichia coli 
Ke stanovení potu Escherichia coli byla použita metoda odhadu nízkých pot 
dle normy SN ISO 16649-2. 
4.2.1. Vyjádení výsledk potu Escherichia coli 
 
Odhad nízkých pot: 
Ob plotny zvolené k výpotu, které jsme naokovali výchozí suspenzí 
obsahovaly mén než 15 typických kolonií, proto jsme vypoítali hodnotu Ne jako 
odhad potu -glukuronidázopozitivních Escherichia coli pítomných ve zkušebním 
vzorku, a to jako aritmetický prmr potu kolonií z obou ploten dle této rovnice: 
dnV
C
N e
⋅⋅
=

, 
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kde: 
Σ C  je souet typických kolonií z obou ploten; 
V objem inokula v ml okovaného na každou z ploten; 
n poet ploten zvolených k výpotu (v tomto pípad 2); 
d edící faktor výchozí suspenze (v tomto pípad d = 1).     
Ob plotny zvolené k výpotu, které jsme naokovali výchozí suspenzí, neobsahovali 
žádné typické kolonie: 
- mén než V
d
⋅
1
 -glukuronidázopozitivních Escherichia coli v gramu, 
kde:  
d  je edící faktor výchozí suspenze. 
 
Píklad výpotu: 
Kolonie -glukuronidázopozitivních Escherichia coli jsme našli pouze v jednom vzorku 
léivého aje. 
Leros - Ostropestec plod   
Nárst kolonií 1. Petriho miska (1. PM) 10 KTJ (kolonií tvoící jednotku) 
                        2. Petriho miska (2. PM) 14 KTJ (kolonií tvoící jednotku) 
 
N (KTJ/g) = 11021
1410
−
⋅⋅
⊕
 
 
N (KTJ/g) = 120 = 1,2 210⋅  KTJ/g 
 
Tab.  10: Stanovení potu Escherichia coli v sypaných léivých ajích 
 
Poadí Výrobce Druh aje Šarže Nárst 1 PM. 
Nárst 
2 PM. N 
Vyjádeno 
v KTJ/g 
1 Megafyt Lípa - kvt 230012006 0 0 < 10 < 10 
2 Megafyt Jitrocel - list 2 09112005 0 0 < 10 < 10 
3 Megafyt Máta peprná – na 2 13062006 0 0 < 10 < 10 
4 Megafyt Msíek – kvt 2 01092006 0 0 < 10 < 10 
5 Megafyt Senna – list 2 02052006 0 0 < 10 < 10 
6 Megafyt 
epík – na 2 09082006 0 0 < 10 < 10 
7 Megafyt Šalvj – na 2 09062006 0 0 < 10 < 10 
8 Megafyt Šípek – plod 1092006 0 0 < 10 < 10 
9 Megafyt Hemánek – kvt 2 21082006 0 0 < 10 < 10 
10 Megafyt Kopiva - na 2 09082006 0 0 < 10 < 10 
11 Megafyt Tezalka - na 2 25082006 0 0 < 10 < 10 
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12 Fytopharma Máta peprná - na 15082006 0 0 < 10 < 10 
13 Fytopharma 
epík - na 8082006 0 0 < 10 < 10 
14 Fytopharma Kopiva - na 21072006 0 0 < 10 < 10 
15 Fytopharma Hemánek - kvt 26062006 0 0 < 10 < 10 
16 Fytopharma Šalvj - na 16082006 0 0 < 10 < 10 
17 Fytopharma Tezalka - na 18042006 0 0 < 10 < 10 
18 Leros Máta peprná - na 15062006 0 0 < 10 < 10 
19 Leros Kopiva - na 22052006 0 0 < 10 < 10 
20 Leros Šalvj - na 2 170 806 0 0 < 10 < 10 
21 Leros Hemánek - kvt 11092006 0 0 < 10 < 10 
22 Leros 
epík - na 1092006 0 0 < 10 < 10 
23 Leros Tezalka - na 2 220 306 0 0 < 10 < 10 
24 Leros Senna - list 3 080 905 0 0 < 10 < 10 
25 Leros Fenykl - plod 6062005 0 0 < 10 < 10 
26 Leros Šípek - plod 16082006 0 0 < 10 < 10 
27 Leros Ostropestec – plod 19072006 10 14 120 1,2*102 
28 Leros Msíek - kvt 13012006 0 0 < 10 < 10 
29 Leros Lípa - kvt 11082006 0 0 < 10 < 10 
30 Herbex Ostropestec – plod 22510606 0 0 < 10 < 10 
31 Herbex Msíek - kvt 21410506 0 0 < 10 < 10 
32 Natura - Grešík Fenykl - plod 80806 0 0 < 10 < 10 
33 Natura - Grešík Bez erný - kvt 130106 0 0 < 10 < 10 
34 Natura - Grešík Šípek - plod 280206 0 0 < 10 < 10 
35 Natura - Grešík Lipový kvt 51205 0 0 < 10 < 10 
36 Natura - Grešík Bez erný - kvt 140406 0 0 < 10 < 10 
37 Natura - Grešík Fenykl - plod 240406 0 0 < 10 < 10 
 
Tab.  11 Stanovení potu Escherichia coli v rozvažovaných léivých ajích 
 
Poadí Druh aje Šarže Nárst 1 PM 
Nárst 
2 PM. N 
Vyjádeno 
v KTJ/g 
1 Máta – na 90905 0 0 < 10 < 10 
2 Kopiva – na 90905 0 0 < 10 < 10 
3 
epík – na 120606 0 0 < 10 < 10 
4 Msíek – kvt 230306 0 0 < 10 < 10 
5 Šalvj – na 11105 0 0 < 10 < 10 
6 Hemánek – kvt 230605 0 0 < 10 < 10 
7 Tezalka – na 10206 0 0 < 10 < 10 
8 Jitrocel – list 260805 0 0 < 10 < 10 
9 Ostropestec – plod 131005 0 0 < 10 < 10 
10 Hemánek – kvt 30306 0 0 < 10 < 10 
 
PM- Petriho miska 
KTJ- kolonie tvoící jednotku 
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4.3. Stanovení dusinan v léivých ajích 
Ke stanovení dusinan v léivých ajích jsme použili SN EN 12014-1 
Potraviny – stanovení obsahu dusinan, ást 1. Dále SN 12014-2 Potraviny – 
stanovení potu obsahu dusinan, ást 2: Metoda HPLC/IC. 
4.3.1. Výpoet obsahu dusinan  
Výpoet množství dusinan ve zkoumaných léivých ajích byl proveden podle 
následujícího vzorce:  
)(
)(
ss
xx
sx Sh
Sh
cRc ××= , 
kde: 
 
cs  koncentrace standardu mg/l, 
cx  koncentrace vzorku mg/l, 
hs  (Ss) výška (plocha) píku standardu, 
hx  (Sx) výška (plocha) píku vzor, 
R  ední. 
 
Postup pepotu z NaNO3 na −3NO : 
M (NaNO3)   =  84,9947 
M ( −3NO )      =  62,0049 
x = [ ]kgmg /  
 
f =
9947,84
0049,62
, 
 
=f  0,7295. 
 
Výsledná rovnice pro stanovení obsahu dusinan v léivých ajích: 
 
[ ] 7295,0/,/3 ××=− lmgkgmgxNO , 
kde: 
 
x – namená hodnota z kapalinového chromatografu. 
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Metoda A 
 
Tab.  12:  Stanovení obsahu dusinan v sypaných léivých ajích ve 250 ml nápoje 
 
Poadí Výrobce Druh aje Šarže 
Navážka 
zkoumaného 
vzorku g 
Namená 
hodnota 
NaNO3- 
(mg/kg) 
Pepotená 
hodnota 
na NO3- 
Obsah 
NO3- 
v nápoji 
(mg) 
1 Megafyt Lípa - kvt 230012006 0,9740 0 0 < 1,5 
2 Megafyt Jitrocel - list 2 09112005 1,0924 54,4539 39,72412 39,7 
3 Megafyt Máta peprná - na 2 13062006 1,3967 70,93623 51,74798 51,7 
4 Megafyt Msíek - kvt 2 01092006 0,4454 0,420577 0,3068109 < 1,5 
5 Megafyt Senna - list 2 02052006 1,0164 0 0 < 1,5 
6 Megafyt 
epík - na 2 09082006 1,1476 0 0 < 1,5 
7 Megafyt Šalvj - na 2 09062006 0,8771 7,51992 5,4857816 5,5 
8 Megafyt Šípek - plod 1092006 2,3582 4,86526 3,5492072 3,5 
9 Megafyt Hemánek - kvt 2 21082006 0,6173 0 0 < 1,5 
10 Megafyt Kopiva - na 2 09082006 0,7542 29,9359 21,838239 21,8 
11 Megafyt Tezalka - na 2 25082006 1,5705 0,340778 0,2485976 < 1,5 
12 Fytopharma Máta peprná - na 15082006 0,9613 66,5349 48,53721 48,5 
13 Fytopharma 
epík - na 8082006 0,7755 0,164348 0,1198919 < 1,5 
14 Fytopharma Kopiva - na 21072006 0,8342 122,23946 89,173686 89,2 
15 Fytopharma Hemánek - kvt 26062006 0,6981 0,818671 0,5972205 < 1,5 
16 Fytopharma Šalvj - na 16082006 0,9547 26,24295 19,144232 19,1 
17 Fytopharma Tezalka - na 18042006 1,2765 0,17983 0,131186 < 1,5 
18 Leros Máta peprná - na 15062006 0,9921 35,71489 26,054012 26,1 
19 Leros Kopiva - na 22052006 0,5736 58,06836 42,360869 42,4 
20 Leros Šalvj - na 2 170 806 0,6262 1,81269 1,3223574 < 1,5 
21 Leros Hemánek - kvt 11092006 0,6241 0,270657 0,1974443 < 1,5 
22 Leros 
epík - na 1092006 0,7745 0,108018 0,0787991 < 1,5 
23 Leros Tezalka - na 2 220 306 0,9727 0,229633 0,1675173 < 1,5 
24 Leros Senna - list 3 080 905 0,7537 0,39506 0,2881963 < 1,5 
25 Leros Fenykl - plod 6062005 0,9440 0 0 < 1,5 
26 Leros Šípek - plod 16082006 3,6124 1,77812 1,2971385 < 1,5 
27 Leros Ostropestec – plod 19072006 3,8794 0 0 < 1,5 
28 Leros Msíek - kvt 13012006 0,3203 0 0 < 1,5 
29 Leros Lípa - kvt 11082006 0,6867 0 0 < 1,5 
30 Herbex Ostropestec – plod 22510606 3,1719 0,138758 0,101224 < 1,5 
31 Herbex Msíek - kvt 21410506 0,3440 1,64772 1,2020117 < 1,5 
32 Natura - Grešík Fenykl - plod 80806 2,0727 1,67473 1,2217155 < 1,5 
33 Natura - Grešík Bez erný - kvt 130106 1,2779 56,02779 40,872273 40,9 
34 Natura - Grešík Šípek - plod 280206 4,1071 0 0 < 1,5 
35 Natura - Grešík Lipový kvt 51205 0,8607 0,046002 0,0335585 < 1,5 
36 Natura - Grešík Bez erný - kvt 140406 1,1959 55,55088 40,524367 40,5 
37 Natura - Grešík Fenykl - plod 240406 1,9625 0 0 < 1,5 
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Tab.  13:  Stanovení obsahu dusinan v rozvažovaných ajích ve 250 ml nápoje 
 
Poadí Druh aje Šarže 
Navážka 
zkoumaného 
vzorku g 
Namená 
hodnota 
 NaNO3- 
(mg/kg) 
Pepotená 
hodnota na 
NO3- 
Obsah NO3- 
v nápoji (mg) 
1 Máta – na 90905 1,3031 36,93253 26,942281 26,9 
2 Kopiva – na 90905 0,7405 50,91843 37,144995 37,1 
3 
epík – na 120606 1,3896 22,38072 16,326735 16,3 
4 Msíek – kvt 230306 0,7338 7,9433 5,7946374 5,8 
5 Šalvj – na 11105 0,9947 64,73574 47,224722 47,2 
6 Hemánek – kvt 230605 0,8734 0,903685 0,6592382 < 1,5 
7 Tezalka – na 10206 1,4536 0,361002 0,263351 < 1,5 
8 Jitrocel – list 260805 0,9841 4,79849 3,5004985 3,5 
9 Ostropestec – plod 131005 3,9256 6,30001 4,5958573 4,6 
10 Hemánek – kvt 30306 0,6656 0,178789 0,1304266 < 1,5 
Stanovení obsahu dusinan v jednom kilogramu léivého aje. 
Metoda B 
 
Tab.  14:  Stanovení obsahu dusinan v 1 kg sypaného aje – Matrice 1 
 
Poadí Výrobce Druh aje Šarže 
Navážka 
zkoumaného 
vzorku g 
Namená 
hodnotaNaNO3- 
(mg/kg) 
Pepotená 
hodnota  na 
NO3- 
Obsah 
NO3- 
v matrici 
(mg/kg) 
1 Megafyt Lípa - kvt 230012006 0,9995 250,63902 182,84117 182,84 
2 Megafyt Jitrocel - list 209112005 1,0008 18 188,40000 13 268,43780 13 268,44 
3 Megafyt Máta peprná - na 213062006 1,0009 14 557,20000 10 619,47740 10 619,48 
4 Megafyt Msíek - kvt 201092006 0,9996 2 025,35147 1 477,49390 1 477,49 
5 Megafyt Senna - list 202052006 1,0002 133,67565 97,51639 97,52 
6 Megafyt 
epík - na 209082006 1,0008 4,70773 3,43429 3,43 
7 Megafyt Šalvj - na 209062006 0,9989 2 188,74065 1 596,68630 1 596,69 
8 Megafyt Šípek - plod 1092006 1,0010 284,48599 207,53253 207,53 
9 Megafyt Hemánek - kvt 221082006 0,9999 54,92698 40,06923 40,07 
10 Megafyt Kopiva - na 209082006 1,0005 13 060,40000 9 527,56180 9 527,56 
11 Megafyt Tezalka - na 225082006 1,0003 8,38599 6,11758 6,12 
12 Fytopharma Máta peprná - na 15082006 1,0003 22 887,50000 16 696,43125 16 696,43 
13 Fytopharma 
epík - na 8082006 1,0000 0,00000 0,00000 < 1,5 
14 Fytopharma Kopiva - na 21072006 1,0004 34 193,70000 24 944,30415 24 944,30 
15 Fytopharma Hemánek - kvt 26062006 1,0002 209,55927 152,87349 152,87 
16 Fytopharma Šalvj - na 16082006 0,9998 8 983,71689 6 553,62147 6 553,62 
17 Fytopharma Tezalka - na 18042006 1,0006 24,73300 18,04272 18,04 
18 Leros Máta peprná - na 15062006 1,0003 11 837,80000 8 635,67510 8 635,68 
19 Leros Kopiva - na 22052006 1,0002 26 491,20000 19 325,33040 19 325,33 
20 Leros Šalvj - na 2 170 806 1,0005 695,25281 507,18692 507,19 
21 Leros Hemánek - kvt 11092006 2,0005 212,68586 155,15433 155,15 
22 Leros 
epík - na 1092006 2,5002 81,24109 59,26538 59,27 
23 Leros Tezalka - na 2 220 306 2,5001 121,70137 88,78115 88,78 
24 Leros Senna - list 3 080 905 2,5000 195,91351 142,91891 142,92 
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25 Leros Fenykl - plod 6062005 0,9995 0,00000 0,00000 < 1,5 
26 Leros Šípek - plod 16082006 0,9990 0,00000 0,00000 < 1,5 
27 Leros Ostropestec – plod 19072006 0,9998 0,00000 0,00000 < 1,5 
28 Leros Msíek - kvt 13012006 1,0002 2 300,58249 1 678,27493 1 678,27 
29 Leros Lípa - kvt 11082006 1,0000 274,32994 200,12369 200,12 
30 Herbex Ostropestec – plod 22510606 2,5000 2,06313 1,50505 1,51 
31 Herbex Msíek - kvt 21410506 2,5000 2 658,63962 1 939,47760 1 939,48 
32 Natura - Grešík Fenykl - plod 80806 1,0000 569,19840 415,23023 415,23 
33 Natura - Grešík Bez erný - kvt 130106 1,0004 17 222,30000 12 563,66785 12 563,67 
34 Natura - Grešík Šípek - plod 280206 2,5000 0,00000 0,00000 < 1,5 
35 Natura - Grešík Lipový kvt 51205 1,0000 300,37557 219,12398 219,12 
36 Natura - Grešík Bez erný - kvt 140406 1,0005 11 853,10000 8 646,83645 8 646,84 
37 Natura - Grešík Fenykl - plod 240406 0,9990 256,16802 186,87457 186,87 
 
Tab.  15:  Stanovení obsahu dusinan v 1 kg sypaného aje - Matrice 2 
 
Poadí Výrobce Druh aje Šarže 
Navážka 
zkoumaného 
vzorku g 
Namená 
hodnotaNaNO3- 
(mg/kg) 
Pepotená 
hodnota na 
NO3- 
Obsah 
NO3- 
v matrici 
(mg/kg) 
1 Megafyt Lípa - kvt 230012006 1,0000 493,05544 359,68394 359,68 
2 Megafyt Jitrocel - list 209112005 1,0001 17 090,80000 12 467,73860 12 467,74 
3 Megafyt Máta peprná - na 213062006 1,0000 17 455,70000 12 733,93315 12 733,93 
4 Megafyt Msíek - kvt 201092006 1,0001 2 360,59730 1 722,05573 1 722,06 
5 Megafyt Senna - list 202052006 1,0003 92,33823 67,36074 67,36 
6 Megafyt 
epík - na 209082006 1,0000 0,00000 0,00000 < 1,5 
7 Megafyt Šalvj - na 209062006 1,0004 2 536,17440 1 850,13922 1 850,14 
8 Megafyt Šípek - plod 1092006 1,0003 101,51134 74,05252 74,05 
9 Megafyt Hemánek - kvt 221082006 1,0009 47,23426 34,45739 34,46 
10 Megafyt Kopiva - na 209082006 1,0001 12 804,90000 9 341,17455 9 341,17 
11 Megafyt Tezalka - na 225082006 1,0001 0,00000 0,00000 < 1,5 
12 Fytopharma Máta peprná - na 15082006 1,0003 19 676,90000 14 354,29855 14 354,30 
13 Fytopharma 
epík - na 8082006 1,0000 50,90776 37,13721 37,14 
14 Fytopharma Kopiva - na 21072006 1,0000 34 217,70000 24 961,81215 24 961,81 
15 Fytopharma Hemánek - kvt 26062006 1,0001 388,10923 283,12568 283,13 
16 Fytopharma Šalvj - na 16082006 1,0002 8 557,91559 6 242,99942 6 243,00 
17 Fytopharma Tezalka - na 18042006 1,0000 0,00000 0,00000 < 1,5 
18 Leros Máta peprná - na 15062006 1,0002 13 206,90000 9 634,43355 9 634,43 
19 Leros Kopiva - na 22052006 1,0001 25 334,50000 18 481,51775 18 481,52 
20 Leros Šalvj - na 2 170 806 1,0003 2 876,89999 2 098,69854 2 098,70 
21 Leros Hemánek - kvt 11092006 1,0001 204,96572 149,52249 149,52 
22 Leros 
epík - na 1092006 1,0000 194,85041 142,14337 142,14 
23 Leros Tezalka - na 2 220 306 1,0005 0,00000 0,00000 < 1,5 
24 Leros Senna - list 3 080 905 1,0003 0,00000 0,00000 < 1,5 
25 Leros Fenykl - plod 6062005 1,0003 79,14864 57,73893 57,74 
26 Leros Šípek - plod 16082006 1,0004 0,00000 0,00000 < 1,5 
27 Leros Ostropestec – plod 19072006 1,0000 882,55132 643,82119 643,82 
28 Leros Msíek - kvt 13012006 1,0000 1 479,90529 1 079,59091 1 079,59 
29 Leros Lípa - kvt 11082006 1,0000 627,05326 457,43535 457,44 
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30 Herbex Ostropestec – plod 22510606 0,9985 9,49914 6,92962 6,93 
31 Herbex Msíek - kvt 21410506 1,0004 4 259,01247 3 106,94960 3 106,95 
32 Natura - Grešík Fenykl - plod 80806 1,0014 424,63918 309,77428 309,77 
33 Natura - Grešík Bez erný - kvt 130106 1,0000 12 165,60000 8 874,80520 8 874,81 
34 Natura - Grešík Šípek - plod 280206 0,9995 0,00000 0,00000 < 1,5 
35 Natura - Grešík Lipový kvt 51205 1,0000 429,40553 313,25133 313,25 
36 Natura - Grešík Bez erný - kvt 140406 1,0000 14 219,80000 10 373,34410 10 373,34 
37 Natura - Grešík Fenykl - plod 240406 1,0000 34,14496 24,90875 24,91 
 
 
 
 
 
Tab.  16:  Stanovení obsahu dusinan v 1 kg sypaného aje - Matrice 3 
 
Poadí Výrobce Druh aje Šarže 
Navážka 
zkoumaného 
vzorku g 
Namená 
hodnotaNaNO3- 
(mg/kg) 
Pepotená 
hodnota na 
NO3- 
Obsah 
NO3- 
v matrici 
(mg/kg) 
1 Megafyt Lípa - kvt 230012006 1,0000 134,95966 98,45307 98,45 
2 Megafyt Jitrocel - list 209112005 1,0000 16 813,60000 12 265,52120 12 265,52 
3 Megafyt Máta peprná - na 213062006 1,0001 15 677,60000 11 436,80920 11 436,81 
4 Megafyt Msíek - kvt 201092006 1,0004 982,18261 716,50221 716,50 
5 Megafyt Senna - list 202052006 1,0008 75,56585 55,12529 55,13 
6 Megafyt 
epík - na 209082006 1,0000 0,00000 0,00000 < 1,5 
7 Megafyt Šalvj - na 209062006 1,0000 2 518,33943 1 837,12861 1 837,13 
8 Megafyt Šípek - plod 1092006 1,0007 0,00000 0,00000 < 1,5 
9 Megafyt Hemánek - kvt 221082006 1,0008 175,28853 127,87298 127,87 
10 Megafyt Kopiva - na 209082006 1,0000 11 264,70000 8 217,59865 8 217,60 
11 Megafyt Tezalka - na 225082006 1,0001 0,00000 0,00000 < 1,5 
12 Fytopharma Máta peprná - na 15082006 1,0002 17 227,20000 12 567,24240 12 567,24 
13 Fytopharma 
epík - na 8082006 1,0002 0,00000 0,00000 < 1,5 
14 Fytopharma Kopiva - na 21072006 1,0003 23 508,98000 17 149,80091 17 149,80 
15 Fytopharma Hemánek - kvt 26062006 1,0003 277,25428 202,25700 202,26 
16 Fytopharma Šalvj - na 16082006 1,0001 7 543,92057 5 503,29006 5 503,29 
17 Fytopharma Tezalka - na 18042006 1,0001 0,00000 0,00000 < 1,5 
18 Leros Máta peprná - na 15062006 1,0003 8 793,59068 6 414,92440 6 414,92 
19 Leros Kopiva - na 22052006 1,0003 23 201,30000 16 925,34835 16 925,35 
20 Leros Šalvj - na 2 170 806 1,0007 460,43041 335,88398 335,88 
21 Leros Hemánek - kvt 11092006 2,0000 607,17211 442,93205 442,93 
22 Leros 
epík - na 1092006 2,5000 80,54890 58,76042 58,76 
23 Leros Tezalka - na 2 220 306 2,4999 45,54797 33,22724 33,23 
24 Leros Senna - list 3 080 905 2,5003 197,09302 143,77936 143,78 
25 Leros Fenykl - plod 6062005 1,0000 123,24287 89,90567 89,91 
26 Leros Šípek - plod 16082006 1,0007 0,00000 0,00000 < 1,5 
27 Leros Ostropestec – plod 19072006 1,0025 21,15739 15,43432 15,43 
28 Leros Msíek - kvt 13012006 1,0003 3 258,09215 2 376,77822 2 376,78 
29 Leros Lípa - kvt 11082006 1,0003 226,51728 165,24436 165,24 
30 Herbex Ostropestec – plod 22510606 1,0004 0,00000 0,00000 < 1,5 
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31 Herbex Msíek - kvt 21410506 1,0000 3 635,10788 2 651,81120 2 651,81 
32 Natura - Grešík Fenykl - plod 80806 1,0005 301,10342 219,65494 219,65 
33 Natura - Grešík Bez erný - kvt 130106 1,0002 18 783,20000 13 702,34440 13 702,34 
34 Natura - Grešík Šípek - plod 280206 1,0000 0,00000 0,00000 < 1,5 
35 Natura - Grešík Lipový kvt 51205 1,0000 246,13305 179,55406 179,55 
36 Natura - Grešík Bez erný - kvt 140406 1,0000 13 369,90000 9 753,34205 9 753,34 
37 Natura - Grešík Fenykl - plod 240406 1,0001 110,92066 80,91662 80,92 
 
 
 
Tab.  17:  Stanovení obsahu dusinan v 1 kg rozvažovaných ajích - Matrice 1 
 
Poadí Druh aje Šarže 
Navážka 
zkoumaného 
vzorku g 
Namená 
hodnota 
NaNO3- 
(mg/kg) 
Pepotená hodnota 
na NO3- 
Obsah NO3- 
v matrici 
(mg/kg) 
1 Máta – na 90905 1,0000 6 541,80436 4 772,24628 4 772,25 
2 Kopiva – na 90905 1,0000 17 661,70000 12 884,21015 12 884,21 
3 
epík – na 120606 1,0000 4 204,32341 3 067,05393 3 067,05 
4 Msíek – kvt 230306 1,0000 2 799,01746 2 041,88324 2 041,88 
5 Šalvj – na 11105 1,0000 14 765,70000 10 771,57815 10 771,58 
6 Hemánek – kvt 230605 1,0000 89,85938 65,55242 65,55 
7 Tezalka – na 10206 1,0000 117,39680 85,64097 85,64 
8 Jitrocel – list 260805 1,0000 2 905,42100 2 119,50462 2 119,50 
9 Ostropestec – plod 131005 1,0000 460,45968 335,90534 335,91 
10 Hemánek – kvt 30306 1,0000 425,40530 310,33317 310,33 
 
 
 
Tab.  18:  Stanovení obsahu dusinan v 1 kg rozvažovaných ajích - Matrice 2 
 
Poadí Druh aje Šarže 
Navážka 
zkoumaného 
vzorku g 
Namená 
hodnota 
NaNO3- 
(mg/kg) 
Pepotená 
hodnota na NO3- 
Obsah NO3- 
v matrici 
(mg/kg) 
1 Máta – na 90905 1,0000 8 486,34790 6 190,79079 6 190,79 
2 Kopiva – na 90905 1,0001 16 276,90000 11 873,99855 11 874,00 
3 
epík – na 120606 1,0003 4 205,06331 3 067,59368 3 067,59 
4 Msíek – kvt 230306 1,0001 1 514,52400 1 104,84526 1 104,85 
5 Šalvj – na 11105 1,0001 17 718,80000 12 925,86460 12 925,86 
6 Hemánek – kvt 230605 0,9997 156,07657 113,85786 113,86 
7 Tezalka – na 10206 1,0000 0,00000 0,00000 < 1,5 
8 Jitrocel – list 260805 1,0002 1 323,52253 965,50969 965,51 
9 Ostropestec – plod 131005 1,0003 182,67531 133,26164 133,26 
10 Hemánek – kvt 30306 1,0000 312,46744 227,94500 227,94 
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Tab.  19:  Stanovení obsahu dusinan v 1 kg rozvažovaných ajích - Matrice 3 
 
Poadí Druh aje Šarže 
Navážka 
zkoumaného 
vzorku g 
Namená 
hodnota 
NaNO3- 
(mg/kg) 
Pepotená hodnota 
na NO3- 
Obsah NO3- 
v matrici 
(mg/kg) 
1 Máta – na 90905 1,0000 6 454,15940 4 708,30928 4 708,31 
2 Kopiva – na 90905 1,0002 17 231,40000 12 570,30630 12 570,31 
3 
epík – na 120606 1,0005 4 580,55512 3 341,51496 3 341,51 
4 Msíek – kvt 230306 1,0007 2 629,62270 1 918,30976 1 918,31 
5 Šalvj – na 11105 1,0002 16 682,80000 12 170,10260 12 170,10 
6 Hemánek – kvt 230605 1,0000 25,17901 18,36809 18,37 
7 Tezalka – na 10206 1,0003 114,48559 83,51724 83,52 
8 Jitrocel – list 260805 1,0008 1 201,61198 876,57594 876,58 
9 Ostropestec – plod 131005 0,9998 358,09474 261,23011 261,23 
10 Hemánek – kvt 30306 1,0004 245,52091 179,10750 179,11 
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5. DISKUZE 
Byliny hrály životn dležitou roli v léebných tradicích mnoha kultur již od 
dávných as. I v dnešní dob zájem o lébu prostednictvím léivých rostlin vzrstá. 
V mnoha ástech svta jsou byliny jedinou možností, jak léit rzné zdravotní potíže. 
Nejastjší formu použití léivek pedstavují bylinné aje, jenž tvoí nedílnou souást 
medicíny. Lidé je užívají preventivn ped onemocnním, nebo v rámci cílené terapie. 
Léení rostlinami je podstatn delší, než léení medikamenty. Proto nkteí 
uživatelé pro zintenzivnní léby bylinami zvyšují doporuené dávkování. Vystavují se 
tím ale možnému riziku poškození zdraví. Poškození zdraví mže zpsobit nejen 
zvýšené množství úinných látek a jejich pípadná interakce v organismu, ale                 
i kontaminanty, které mohou být v rostlin obsaženy. Z tohoto dvodu je velmi dležité 
jednak dodržovat návod na pípravu bylinného aje a také provádt kontroly bylinných 
aj na obsah nežádoucích pímsí.  
Možných cizorodých látek v bylinných ajích je velké množství. V diplomové 
práci jsme se zamili na stanovení pítomnosti plísní, kvasinek, gramnegativní bakterie 
Escherichia coli a stanovení obsahu dusinan ( −3NO ). K hodnocení jsme použili 
sypané bylinné aje, tedy origináln balené drogy urené k píprav aj výrobcem       
a rozvažované aje, tj. rostlinné drogy urené k píprav aj z lékárny. 
Nejprve jsme hodnotili mikrobiální osídlení a poté až obsah dusinan. Dvodem 
bylo zamezení kontaminace aje další mikrobiální flóru, která by mohla ovlivnit 
namené výsledky. Bhem testování jsme bylinné aje uchovávali uskladnny tak, aby 
nedocházelo k jejich znehodnocení.  
Stanovení potu plísní a kvasinek 
Mikromycety se staly neoddlitelnou souástí životního a pracovního prostedí 
lovka (Malí, Ostrý a kolektiv, 2003).20  
                                                 
20
 Mikromycety (mikroskopické houby) jsou rozdlovány z praktického hlediska na vláknité 
mikromycety (mikroskopické vláknité houby, plísn), kvasinky a kvasinkovité mikroorganismy (Malí, 
Ostrý a kolektiv, 2003) 
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Velká morfologická a fyziologická rozmanitost a adaptabilita mikromycet 
k nejrznjším ekologickým podmínkám umožuje jejich výskyt prakticky všude tam, 
kde existuje organická hmota. V životním prostedí lovka jsou pítomny v ovzduší, 
pd, vod, na povrchu živých i odumelých organism, pedmt, na plochách, 
v krmivu, v potravinových surovinách rostlinného pvodu a potravinách (Malí, Ostrý  
a kolektiv, 2003). 
Kvasinky jsou eukaryontní heterotrofní mikroganismy. Mezi významné pvodce 
lidských infekcí náleží pedevším rod Candida. Zpsobuje kožní, slizniní infekce, dále 
také infekce dýchacích cest, trávicího traktu, urogenitálního systému až po velmi 
závažné kandidové endokarditidy a sepse. V tomto pípad tém vždy jde o pacienty 
s poruchou imunity, diabetiky, onkologické pacienty, pacienty po dlouhodobé léb 
kortikoidy nebo širokospektrými antibiotiky (Votava [a], 2003). 
Norma SN ISO 7954 vyžaduje zalití vzorku fyziologickým roztokem o teplot 
shodné s okolní teplotou v laboratoi tzn. teplota kolem 25 °C. V návodu na pípravu 
bylinného aje, se však odmené množství léivého aje zalévá vodou vroucí. To nás 
vedlo k úvaze, zda se zmní poet plísní a jak se projeví na namených hodnotách, 
pokud místo fyziologického roztoku s peptonem o teplot shodné s okolní teplotou 
laboratoe, použijeme fyziologický roztok s peptonem o teplot vyšší?  
Jelikož jsme výzkum provádli v soukromé laboratoi, byli jsme omezeni asem  
a finanním rozpotem pro provedení celkového potu zkoušek. Z tohoto dvodu, jsme 
pro stanovení hodnot s odlišnými teplotami fyziologického roztoku s peptonem provedli 
zkoušky pouze u dvou sypaných bylinných aj. Od každého vzorku jsme uskutenili 
dv paralelní stanovení. Postup práce byl shodný, avšak do jednoho sterilního 
polypropylenového sáku s 10,00 g vzorku aje jsme pilili 90,0 ml fyziologického 
roztoku s peptonem o teplot shodné s okolní teplotou laboratoe a do druhého 
sterilního sáku s 10,00 g vzorku, jsme pidali 90,0 ml fyziologického roztoku               
s peptonem o teplot 90 °C.  
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Tab.  20:  Srovnání množství plísní za použití rozdílných teplot fyziologického roztoku s peptonem  
 
Poadí Výrobce Produkt Teplota Plísn 
    íslo šarže   Název 1PM 2PM N 
Vyjádeno  
v KTJ/g 
25 ˚C Cladosporium herbarum 7 9 80 8,0 *101 
1 Leros Šalvj - na 25 ˚C Rhisopus niger 5 3 40 4,0 *101 
    
 2 050307 90 ˚C Cladosporium herbarum 0 0 < 10 < 10 
      90 ˚C Rhisopus niger 0 0 < 10 < 10 
25 ˚C Cladosporium herbarum 10 14 120 1,2 * 102 
2 Megafyt Jitrocel - list 25 ˚C Rhisopus niger 20 16 180 1,8 * 102 
    
 2 02012007 90 ˚C Cladosporium herbarum 6 2 40 4,0 * 101 
      90 ˚C Rhisopus niger 5 7 60 6,0 * 101 
 
Jak je zobrazeno v Tab. 20, pokud jsme bylinný aj pelili fyziologickým 
roztokem s peptonem o teplot 90 °C, klesl obsah plísní na jednu tetinu hodnoty 
namené pi teplot stanovené normou. Kvasinky nebyly v žádném z mených vzork 
pítomny. Vzhledem k tomu, že jsme mení provedli pouze u dvou vzork, nelze 
jednoznan init pesné závry. Pesnjší zhodnocení této metody, by zcela urit 
pinesl uvedený postup aplikovaný na všechny vzorky. Tuto zkoušku jsme provedli 
pouze pro stanovení výskytu a potu plísní a kvasinek. 
Stanovení potu Escherichia coli v léivých ajích 
Gramnegativní tyinka Escherichia coli je souástí stevní mikroflóry lovka      
a teplokrevných zvíat. Nkteré serotypy jsou však vybaveny schopností tvoit toxické 
produkty nebo vykazují zvýšenou invazivitu vi stevní sliznici (Votava [a], 2003). 
Pítomnost Escherichia coli ve stevním traktu je dsledkem výskytu této bakterie ve 
výkalech, proto pedstavuje významný indikátor fekálního zneištní. 
Hodnocení potu Escherichia coli jsme stanovovali pomocí píslušné normy SN 
ISO  16649-2. V bylinných ajích jsme zjistili pítomnost Escherichia coli pouze 
v jediném vzorku. Bylinný aj – Ostropestec plod (Sylibium marianum), firmy Leros, 
v množství 1,2 · 102 KTJ/g. Namená hodnota vyhovuje požadavkm vyhlášky 
. 132/2004 o mikrobiologických požadavcích na potraviny, zpsoby jejich kontroly     
a hodnocení, jenž povoluje maximální limit pro Escherichia coli 1 · 103.  
Všechny hodnocené aje, u kterých jsme provádli mikrobiologické hodnocení 
kvasinek a plísní vyhovují vyhlášce . 132/2004 Sb., která stanovuje hodnotu 5 · 103. 
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Graf 1: Procentuální zastoupení zjištných plísní v léivých ajích 
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V Grafu 1 je zobrazeno procentuální zastoupení jednotlivých druh plísní ve 
zkoumaných vzorcích bylinných aj. Ze 47 vzork jsme vyhodnotili 57 plísní,             
u nkterých vzork vyrostly kolonie dvou druh plísní. Plísn byly nalezeny v 89,93 % 
zkoumaných vzork. Nejvtší zastoupení je reprezentováno plísnmi Rhizopus niger 
(47,37 %) a Aspergillus niger (33,33 %). Nadmrný výskyt tchto dvou druh plísní 
není pekvapující, jelikož se jedná o nejrozšíenjší kontaminanty, jenž se vyskytují na 
potravinách, krmivech, ovoci, koení apod. (Tvrdo, 1978). 
Pro alespo pibližné srování s naším mením uvádíme publikované výsledky 
mikrobiologické analýzy 67 vzork aj, jenž byla provedena v roce 2000 
v Portugalsku. Ta ukazuje jako nejastjší kontaminaty (Martins a kolektiv, 2001): 
- bakterii Bacillus cereus (96,8 %) vzork, z toho 19,2 % vzork vykazovalo 
hodnoty vyšší 103 KTJ/g,  
- plísn byly nalezeny v 93,5 % vzork. Mezi dominantní rody patily Fusarium 
spp., Penicillium spp., Aspergillus spp., jejichž hodnoty se pohybovaly kolem 
105 KTJ/g, 
- kvasinky rodu Cryptococcus (28,1 %) a Rhodothorula (22,8 %) byly nalezeny 
nejvíce v aji hemánku, máty, šalvje a lípy. 
Vzhledem k tomu, že jsme v naší práci postupovali podle odlišných norem nelze 
jednoznan porovnávat zjištné výsledky.  
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Laborato „Bureau Veritas Certification Czech Republic, s.r.o.“, kde jsme 
stanovovali poet kvasinek, plísní i Escherichia coli, provádí píslušná hodnocení dle 
stejných norem. Laborato se zabývá hodnocením zejména ovocných aj. Protože 
výsledky mení jsou pedmtem obchodního tajemství, byla mi poskytnuta pouze 
informace, že doposud všechny laboratoí analyzované vzorky vyhovují požadavkm 
vyhlášky . 132/2004 Sb. 
Postupy pro mikrobiologické zhodnocení jsou upraveny píslušnými normami, 
nebo eským lékopisem. Laboratoe provádjící mikrobiologické hodnocení léivých 
pípravk musí být akreditované a postupovat bu podle metodiky pro mikrobiologické 
zhodnocení uvádné v eském lékopise, nebo dle píslušných norem.  
Stanovení potu kvasinek, plísní a Escherichia coli dle eského lékopisu se liší 
od metodiky uvedené v normách nejen ve zpsobu provedení,21 ale zejména pak 
v používaných pdách a edícím roztoku. V eském lékopisu je stanovení potu  
kvasinek a plísní uvedeno v podkapitole 2.6.12 „Mikrobiologické zkoušení nesterilních 
výrobk (celkový poet živých mikroorganism)“. Vycházíme ze stejné navážky 10 g 
zkoušeného vzorku, jenž se suspenduje v tlumivém roztoku s chloridem sodným            
a s peptonem o pH 7,0 ve složení: dihydrogenfosforenan draselný 3,6 g, chlorid sodný 
4,3 g, pepton (z masa nebo kaseinu) 1,0 g a ištná voda v množství 1 000 ml. Obecn 
se pipravuje ední 1:10. Vzorek pipravený dle píslušné normy suspendujeme ve 
fyziologickém roztoku s peptonem ve složení: enzymaticky natrávená živoišná tká 
v množství 1,0 g, chlorid sodný 8,0 g a destilovaná voda 1 000 ml. 
V dalších krocích dle eského lékopisu se používá metoda zalévání do agaru        
a souasn metoda okování na povrch agarové pdy. V tomto bod metodiky je možné 
spatovat významný rozdíl s metodou dle normy, která využívá pouze zalévání do 
agaru. 
Norma definuje použití kompletní dehydratované pdy (Agarová pda 
s kvasniním extraktem, glukózou a chloramfenikolem), zatímco eský lékopis používá 
agarovou pdu C (Sabouraudv glukósový agar s antibiotiky). Rozdíl mezi normou       
                                                 
21
 SN ISO 7954 Všeobecné pokyny pro stanovení potu kvasinek a plísní. Technika poítání kolonií 
vykultivovaných pi 25 ºC. SN ISO 16649-2 Mikrobiologie potravin a krmin – Horizontální metoda 
stanovení potu -glukuronidázopozitivních Escherichia coli – ást 2: Technika poítání kolonií 
vykultivovaných pi 44 ºC s použitím 5-bromo-4-chloro-3-indolyl- -D-glukuronidu. 
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a eským lékopisem je dán okamžikem pidání antibiotika do pdy. V eském lékopisu 
se pidává 0,10 g benzylpenicilinu a 0,10 tetracyklinu na 1 l pdy ve form sterilního 
roztoku, tsn ped použitím vysterilizované pdy, kdežto norma používá kompletní 
dehydratovanou pdu obsahující antibiotikum – chloramfenikol, která se rozpouští  
postupn za tepla, upraví se  hodnota pH na hodnotu 6,6 a poté se sterilizuje. Doba        
a teplota inkubace jsou stejné. 
Pro stanovení potu Escherichia coli dle normy se využívá pouze jedna tuhá pdu 
(Agar s tryptonem, žluovými solemi, glukuronidem), kterou se zalívá inokulum vzorku 
v Petriho misce. Inkubuje se pi 44 ºC po dobu 24 hodin. V norm se poítají typické 
modré kolonie -glukuronidázopozitivních Escherichia coli. eský lékopis upravuje 
ptomnost Escherichia coli v podkapitole 2.6.13 „Mikorbiologické zkoušení 
nesterilních vyrobk (zkoušky na specifické mikroorganismy)“. Nejdíve probíhá tzv. 
pedmnožení, kdy 1 ml výchozího vzorku se okuje do 100 ml tekuté pdy A, tedy 
tekuté pdy s hydrolyzáty sóji a kaseinu. Po inkubaci, trvající 18 až 48 hodin, pi teplot 
35 – 37 °C,  se odebírá 1 ml z této tekuté pdy A a penáší se do další tekuté pdy G 
(McConkeyova pda). Inkubace v pd G probíhá po dobu 18 – 24 hodin, pi 43 až 
45 °C. Po této inkubaci se provede vyokování na tuhou agarovou pdu H 
(McConkeyv agar), kde se inkubuje 18 až 72 hod pi teplot 35 - 37 °C. Nárst 
ervených nemukózních kolonií gramnegativních tyinek indukuje pítomnost 
Escherichia coli. Ta se potvrzuje vhodnými biochemickými zkouškami, jako je tvorba 
indolu.22 Vzorek vyhovuje zkoušce, jestliže žádné takové kolonie nejsou pozorovány 
nebo když ovovací biochemické zkoušky jsou negativní. Tímto testem jsme pouze 
ovili pítomnosti bakterie E. coli.  
Kvantitativní stanovení bakterií E. coli je eským lékopisem upraveno 
následovn: do vhodných množství obohacené tekuté pdy E se pidají z homogenizátu 
A a nebo z jeho ední množství, odpovídající 0,1 g, 0,01 g a 0,001 g (nebo 0,1 ml, 0,01 
ml a 0,001 ml) zkoušeného výrobku. Inkubuje se 24 h až 48 h pi 35 °C až 37 °C. Z 
každé kultury se pro dosažení selektivní izolace provede vyokování na agarovou 
pdu F.23 Inkubuje se 18 h až 24 h pi 35 °C až 37 °C. Rst dobe vyvinutých, 
ervených nebo naervenalých kolonií gramnegativních bakterií se hodnotí jako 
                                                 
22
 Indol vzniká pi metabolické innosti nkterých bakterií dekarboxilací peptidu. K jeho detekci se 
používá p-dimethylaminobenzaldehyd s nímž dává indol ervené zabarvení. 
23
 Agarová pda F (žluový agar s glukosou, violetí krystalovou a erveni neutrální). 
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pozitivní výsledek. Zaznamená se nejmenší množství zkoušeného výrobku, které dává 
pozitivní výsledek a nejvtší množství zkoušeného výrobku, které dává negativní 
výsledek. V tabulce 21 jsou uvedeny pozitivní i negativní výsledky, pomocí nichž se 
stanoví pravdpodobný poet bakterií.   
Tab.  21: Kvantitativní stanovení Escherichia coli dle eského lékopisu 
  
Výsledky pro množství pípravku Pravdpodobný poet bakterií  
v 1 g pípravku 
0,1 g nebo 0,1 ml 0,01 g nebo 0,01 ml  0,001 g nebo 0,001 ml   
+ + + více než 103 
+ + - mén než 103 a více než 102 
+ - - mén než 102 a více než 10 
- - - mén než 10 
Maximální pípustné množství hub (kvasinek, plísní) a Escherichia coli je 
upraveno eským lékopisem v podkapitole mikrobiologická jakost léivých pípravk 
(5.1.4, kategorie 4). Léivé pípravky z rostlin složené z jedné nebo více rostlinných 
drog, k nimž se ped použitím pidává vroucí voda mohou obsahovat maximáln 105 
hub v g nebo ml vzorku a maximáln 102 Escherichia coli v g nebo ml vzorku, za 
použití vhodného ední.  
V souasné dob nejsou v R k dispozici aktuální relevantní data o kvalitativním 
a kvantitativním výskytu toxikogenních mikromycet a mykotoxin v léivých 
rostlinách a léivých ajích. Je to dáno i tím, že léivé aje pirozen obsahují látky, 
které mohou mít fungicidní i fungistatické úinky (thymol, eugenol, anetol) (Ostrý, 
Malí, 2000). 
Pi pstování rostlin se vytváí ada složitých vztah a interakcí mezi rostlinou, 
mikromycety, hmyzem a zpsobem ošetování rostlin. Tyto interakce pak ovlivují 
výskyt toxikogenních plísní v rostlinách. Jestliže agrotechnická opatení jsou 
nedostatená, jsou nesprávn aplikovány prostedky ochrany, nejsou dodrženy ochranné 
lhty po aplikaci a selžou vlastní obranné mechanismy rostliny, pak surovina 
rostlinného pvodu bude obsahovat toxikogenní plísn, zbytky pesticid (Ostrý, Malí, 
2000).  
Také pi nadmrné kontaminaci surovin rostlinného pvodu používaných pro 
výrobu léivých aj, mže docházet ke zmnám v obsahu a ve vzájemném pomru 
biologicky úinných látek v surovin (Malí, Ostrý a kolektiv, 2003).   
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Stanovení obsahu dusinan 
Hromadní dusinan v rostlinách je výsledkem disproporce mezi jejich píjmem          
a využitím v metabolismu rostliny. Rychlost redukce dusinan a z toho plynoucí jejich 
hromadní v rostlin (v pletivech rostliny) je ovlivnno mnoha faktory. Jak uvádí 
Jaroslav Prugar a Anna Prugarová (Prugar, Prugarová, 1985), jsou pedstavovány: 
- živinami, 
- svtlem – nedostatek svtla vede ke snížení intenzity fotosyntézy, zpomalení 
redukce dusinan, 
- teplotou – ovlivuje mineralizaci a následující nitrifikaci pdními 
mikroorganismy,  a tím i dostupnost dusíku pro rostliny, 
- vlhkostí – v období sucha zvyšuje se kumulace dusinan v rostlin.  
Mezi další faktory ovlivující kumulaci dusinan v rostlinách patí také nap.: 
charakter rostliny (nitrofilní rostliny), doba sbru, charakter místa rstu, hnojení.  Do 
stravy lovka se dusinany mohou dostat z rzných zdroj. Nejvýznamnjší zdroj 
dusinan pedstavuje zemdlská innost s využíváním pírodních i umlých hnojiv   
a emise oxid dusíku v atmosfée (Langhammer, 2006). Nebezpeí dusinan pro 
organismus spoívá jednak ve schopnosti vyvolat alimentární methemoglobinémii         
a dále jejich redukci na dusitany a nitrososloueniny. 
Z výše uvedených dvod je v potravinách množství dusinan písn 
kontrolováno. Maximální pípustné koncentrace dusinan v potravinách jsou uvedeny 
v Naízení . 1881/2006/ES.24 
Stanovení dusinan v léivých ajích jsme provádli dle píslušných norem SN 
EN 12014-1 Potraviny – stanovení obsahu dusinan, ást 1. Dále SN 12014-2. 
Potraviny – stanovení potu obsahu dusinan, ást 2: Metoda HPLC/IC. Dle tchto 
norem jsou provádna hodnocení i na pracovišti Zdravotního ústavu se sídlem v Hradci 
Králové.  
                                                 
24
 Naízení komise (ES) . 1881/2006, kterým se stanoví maximální limity nkterých kontaminujících 
látek v potravinách však nestanovuje pípustné limity dusinan pro bylinné aje. Proto se nadále využívá  
pípustných hodnot uvedených ve zrušené vyhlášcejsou vyhlášce . 53/2002 Sb. 
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V první ásti práce jsme stanovovali obsah dusinan v odvaru. Cílem bylo zjistit, 
jaké množství dusinan v mg se dostane do organismu uživatele s šálkem aje. 
Postupovali jsme dle pokyn výrobce aje uvedených na obalu aje: „1 – 2 ajové 
lžiky pelít 250 ml vroucí vody“. Rozhodli jsme se pro použití pouze jedné ajové 
lžiky. Usoudili jsme, že množství 1 ajové lžiky je dostaující pro analýzu. Protože 
množství sypaného aje  urité šarže bylo hmotnostn omezené, snažili jsme se toto 
množství rozvrhnout do všech námi provedených mení. Pi druhém typu mení jsme 
stanovovali obsah dusinan (mg) v kilogramu bylinného aje. Od každého vzorku 
bylinného aje jsme provedli následující ti mení. Vycházeli jsme z pesné navážky 
1,0000g ± 10 %. Z jednotlivých výsledk kapalinového chromatografu jsme pepoítali 
obsah dusinanového aniontu v každém vzorku. Bhem mení jsme zjistili, že u vzork 
bylinného aje kopiva na (Urtica dioica) – Fytopharma, kvt bezu erného 
. š. 130106 (Sambucus nigra) – Natura-Grešík a kvt bezu erného . š. 140406 
(Sambucus nigra) – Natura-Grešík, musíme koncentraci aje upravit. Obsah dusinan, 
v našem zvoleném pomru, byl v tchto vzorcích píliš velký. Hmotnost navážky jsme 
ponechali, zvýšili jsme pouze množství pidávané destilované vody na 200 ml.  
Graf 2 Obsah NO-3 v 250 ml nápoje bylinných ajích - slouené výsledky 
 
Graf 2 zobrazuje výsledky z první ásti mení obsahu dusinanového aniontu 
v léivých ajích ve 250 ml nápoje. Maximální pípustná hodnota, stanovená vyhláškou 
. 53/2002 Sb., pro nealkoholický nápoj je 70 mg/kg. Z grafu vyplývá, že limitní 
množství bylo pekroeno v pípad jednoho bylinného aje - kopiva na (Urtica 
dioica), výrobce Fytopharma. Ostatní vzorky limitm vyhovují. Nemli bychom však
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opomenout, že píprava aje znamená pelití rostlinné drogy vodou, jenž mže sama     
o sob obsahovat dusinanový iont jako kontaminant. Dusinany zstávají ve vod i po 
pevaení. Možnost nebezpeí vysokého obsahu dusinan je zejména pro ty, kteí 
využívají vlastní studny, jenž patí k asto zneištným vodním zdrojm [17]. 
Druhé mení nám ukázalo obsah dusinan v jednom kilogramu léivého aje. 
Toto mení jsme oznaili jako „obsah dusinan v matrici“. Zastoupení dusinan 
v jednotlivých rostlinných drogách dle výrobce ukazují následující grafy.  
Graf 3 Sypané bylinné aje – Megafyt – slouené výsledky matric 
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Graf 3 zobrazuje výsledky mení tí matric, kde jsme stanovovali obsah 
dusinanového aniontu v kilogramu aje, firmy Megafyt. Nejvyšší hodnoty NO3- 
vykazuje list jitrocele kopinatého (Plantago lanceolata), na máty peprné (Mentha 
piperita) a na kopivy dvoudomé (Urtica dioica). 
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Graf 4 Sypané bylinné aje – Fytopharma – slouené výsledky matric 
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V Grafu 4 jsou shrnuty výsledky stejného typu mení, jako v pedchozím 
píkladu, ale od výrobce Fytopharma. Nejvyšší hodnoty NO3- jsou opt u aj z nat 
kopivy dvoudomé (Urtica dioica) a nat máty peprné (Mentha piperita). Namené 
hodnoty NO3- u šalvjové nat (Salvia officinalis) jsou vyšší než u pedchozího vzorku 
od výrobce Megafyt. 
Graf 5 Sypané bylinné aje – Leros – slouené výsledky matric 
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Graf 5 ukazuje výsledky mení od výrobce Leros. Nejvyšší hodnoty NO3- byly 
nameny opt u nat kopivy dvoudomé (Urtica dioica) a nat máty peprné (Mentha 
piperita). 
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Graf 6 Sypané bylinné aje – Natura Grešík – slouené výsledky matric 
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V Grafu 6 jsou zobrazeny obsahy dusinan v kvtech a plodech výrobce Natura-
Grešík. Od tohoto výrobce jsme hodnotili dv výrobní šarže kvtu bezu erného 
(Sambucus nigra). Nejvyšší hodnoty výskytu dusinan byly nameny práv u tchto 
dvou vzork. 
Graf 7 Rozvažované aje – slouené výsledky 
0,00
2 000,00
4 000,00
6 000,00
8 000,00
10 000,00
12 000,00
14 000,00
Má
ta 
–
 
na

Ko
pi
va
 
–
 
na


ep
ík 
–
 
na

M
sí
ek
 
–
 
kv
t
Šal
v
j – n
a
He
m
án
ek
 
–
 
kv
t
Te
za
lka
 
–
 
na

Jitr
oc
el 
–
 
list
Os
tro
pe
st
ec
 
–
 
plo
d
He
m
án
ek
 
–
 
kv
t
Druh bylinného aje
O
bs
ah
 
du
si

n
an
o
v
éh
o
 
an
io
n
tu
 
v
 
m
g/
kg
Mení 1. Mení 2. Mení 3.
 
Graf 7 srovnává na hodnoty z mení matric rozvažovaných léivých aj. 
Vysoký obsah dusinan obsahuje na kopivy dvoudomé (Urtica dioica), šalvje 
lékaské (Salvia officinalis) a máty peprné (Mentha piperita).  
Cílem druhého mení matric bylo ukázat kumulaci dusinan v jednotlivých 
rostlinných drogách na kilogram léivého aje. Z výsledk vyplývá, že nejvyšší obsah 
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dusinan byl nalezen v nati kopivy dvoudomé (Urtica dioica), máty peprné (Mentha 
piperita), šalvje lékaské (Salvia officinalis), listu jitrocele kopinatého (Plantago 
lanceolata) a také kvtu bezu erného (Sambucus nigra). 
Domníváme se, že namené vysoké hodnoty dusinan mohou být spojené 
s místem rstu výše uvedených rostlin. Vyjmenované léivé rostliny patí mezi 
nitrofilní druhy. Ty asto rostou u vodoteí nebo v terénních depresích i rumištích, 
kam se splavují dusíkaté látky nap. z polí. Dalšími faktory hromadní dusinan jsou 
nap. stáí rostliny, doba sbru a jiné. 
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6. ZÁVR 
Hlavním cílem diplomové práce bylo provést stanovení obsahu dusinan 
v léivých ajích a zhodnotit jejich mikrobiální nezávadnost. K hodnocení jsme použili 
47 vzork léivých aj, zakoupených v lékárnách a prodejn léivých rostlin. 
Nejdíve jsme provedli stanovení mikrobiální nezávadnosti, abychom zabránili 
kontaminaci hodnocených vzork a tím ke zkreslení výsledk. Zjistili jsme, že nárst 
kolonií plísní byl v 89,93 % zkoumaných ajích. Nejvtší zastoupení zaujímal druh 
Aspergillus niger (33,33 %) a Rhizopus niger (47,37 %). Pítomnost kvasinek nebyla 
potvrzena u žádného ze zkoumaných vzork. Bakterie Escherichia coli byla 
vyhodnocena pouze u jediného aje ostropestec plod (Sylibium marianum), výrobce 
Leros. I pes pítomné nálezy mikroorganism všechny zkoumané aje vyhovují 
píslušným právním pedpism.  
Stanovení obsahu dusinan jsme provedli ve Zdravotním ústavu se sídlem 
v Hradci Králové a mení jsme rozdlili na dv ásti.   
V první ásti jsme se zamili na stanovení obsahu dusinan v nápoji, kdy nás 
zajímalo, jaké množství dusinan pijímá uživatel s šálkem aje. Zjištný obsah 
dusinan pesáhl maximální limit o 19,2 mg/l, dle píslušné vyhlášky, pouze u jednoho 
vzorku, nat kopivy dvoudomé (Urtica dioica) od výrobce Fytopharma. Ostatní 
sledované aje vyhovovaly požadavkm. Pi druhém mení jsme hodnotili obsah 
dusinan v matrici, tedy obsah dusinan v mg na kilogram léivého aje. Nejvyšší 
obsahy dusinan jsme nelezli zejména v nati kopivy dvoudomé (Urtica dioica), máty 
peprné (Mentha piperita), šalvje lékaské (Salvium officinalis), listu jitrocelu 
kopinatého (Plantago lanceolata) a také kvtu bezu erného (Sambucus nigra).  
Kvalita aje je ovlivnna mnoha faktory. A už se jedná o místo a podmínky rstu 
bylin, nebo jejich následným zpracováním. Informace o míst pvodu léivek je asto 
obtížné získat, jelikož se v mnoha pípadech jedná o výrobní tajemství výrobce. Nelze 
s jistotou urit, zda je léivka z jednoho místa sklizn, nebo jde o sms léivek 
z nkolika zdroj, což zajisté má vliv na obsah kontaminant v nich obsažených. Jak již 
bylo zmínno všechny vzorky, které jsme podrobili zkoušení vyhovují píslušným 
právním pedpism a tudíž nepedstavují výrazné zdravotní riziko pro uživatele. 
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Otázkou ale zstává souasná legislativní úprava kvality bylinných aj. 
Vyhlášky, které maximální limity urovaly byly zrušeny naízeními ES. Na rozdíl od 
vyhlášek používaných v R, naízení ES striktn nevyjmenovávají požadavky na 
hodnocení bylinných aj.  
Závrem lze íci, že kvalita prodávaných aj je dobrá a pi dodržení jejich 
píprav podle uvádného návodu neohrožuje zdraví spotebitel. Jist k tomu pispívají 
i v nitní kontroly výrobc bylinných aj a nákup drog od spolehlivých a dlouhodobou 
kontrolou provených dodavatel bylin. 
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 Abstrakt 
 
Stanovení obsahu dusinan v pírodních léivých ajích 
a hodnocení jejich mikrobiální nezávadnosti 
(diplomová práce) 
 
Diana Drdová 
Univerzita Karlova v Praze 
Farmaceutická fakulta v Hradci Králové 
Katedra farmaceutické botaniky a ekologie 
Cílem diplomové práce bylo stanovení obsahu dusinan v pírodních léivých 
ajích a hodnocení jejich mikrobiální nezávadnosti. Mení bylo provádno u 47 vzork 
bylinných aj, zakoupených v lékárnách a prodejn léivých rostlin.  
Výskyt plísní a kvasinek byl hodnocen pomocí techniky poítání kolonií 
vykultivovaných pi 25 0C na agarové pd s kvasniním extraktem, glukózou               
a chloramfenikolem po pti dnech inkubace. Výskyt Escherichia coli byl zjišován 
pomocí techniky poítání kolonií vykultivovaných pi 44 0C, po 24 hodinách inkubace, 
s použitím 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-β-D-glukuronidu na kultivaní pd složené 
z agaru s tryptonem, žluovými solemi a glukuronidem. 
Pítomnost dusinan byla mena pomocí metody kapalinové chromatografie 
s detekcí v UV oblasti spektra, dle píslušných norem pro stanovení obsahu dusinan 
v potravinách.  
Tém každý vzorek obsahoval plísn, nejastji se jednalo o druhy Rhizopus 
niger (47,37%) a Aspergillus niger (33,33%). Kvasinky nebyly nalezeny v žádném ze 
zkoušených aj. Gramnegativní bakterii Escherichia coli byla stanovena pouze            
u jednoho aje - plod ostropestce mariánského, v hodnot 1,2 ⋅ 102 KTJ/g. Všechny 
analyzované aje vyhovovaly požadavkm píslušné vyhlášky. Obsah dusinanového 
aniontu pi píprav nápoje pesáhl pes limit píslušných právních pedpis pouze 
v jednom pípad bylinného aje - kopiva na, o hodnotu 19,2 mg/l. 
Klíová slova: léivé aje, Aspergillus niger, Rhizopus niger, kvasinky, Escherichia 
coli, dusinany. 
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The aim of this diploma thesis is to ascertain the content of nitrates in herbal teas 
and evaluate the microbiological toxicities. We tested 47 specimens of herbal teas, 
bought in Pharmacies and in herbalist shops.   
Occurrence of moulds and yeasts in specimens was measured with a technique of 
counting colonies, cultivated at 25 ºC on agar plates with yeast extract, glucose and 
chloramphenicols after five days of incubation. Occurrence of Escherichia coli in 
specimens was measured  with another technique of counting colonies  cultivated at 
44 ºC on agar plates with 5-Bromo-4-chloro-3-indolyl--D-Glucoronid, after 24 hours 
of incubation. 
The presence of nitrates was measured with a method of High Performance Liquid 
Chromatography with a detection of UV light spectrum, in accordance with standards 
setting limits for nitrates in food. 
Nearly each specimen contained moulds, of which mostly Rhizopus niger 
(47.37 %) and Aspergillus niger (33,33 %). No yeasts were found in tested specimens. 
The Gram-negative bacteria Escherichia coli was found only in one herb tea – Milk 
Thistle (Sylibum marianum), amounting to 1.2 · 102 cfu/g. All tested herbal teas met 
criterions of the respective standards and regulations. The herbal tea, Stinging nettle 
(Herba urticae), did not meet the limits for nitrate ion in accordance with standards. 
The amount exceeded for 19.2 mg/l. 
Key words: herbal tea; Aspergillus niger; Rhizopus niger; yeasts; Escherichia coli; 
nitrates. 
